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エ ン の 酸 化 分 解 に つ い て 多 く 報 告 さ れ て い る 。 Burkholderia 
(Pseudomonas)  cepacia  G4、B. pickett i i  PKO1、P. mendocina  KR1 など
の細菌は、トルエンの芳香環に酸素 1 原子を導入するモノオキシゲ
ナーゼを有することが報告されている 6 ,  7 )。その反応式について、
B. cepacia  G4、B. pickett i i  PKO1 によるトルエン分解反応を Fig. 1.2
に、P. mendocina  KR1 によるトルエン分解反応を Fig.  1.3 に示す。
B. cepacia  G4、B. pickett i i  PKO1 によるトルエン分解反応では、T2MO
（ toluene-2-monooxygenase）、 T3MO（ toluene-2-monooxygenase）に
よってトルエンが初期酸化されて o- /m-クレゾールに変換され、 3-
メチルカテコール（カテコール性化合物）を経て、最終的にトリカ





なり、P. putida  mt-2 は、トルエンの側鎖のメチル基を酸化する methyl 
4 
-monooxygenase が初期の酸化を担う 8 )。その反応式を Fig. 1.4 に示
す。この反応ではトルエンのメチル基が酸化されてベンジルアルコ
ールを生成し、ベンズアルデヒドを生成し、安息香酸まで変換され
る。さらに、安息香酸は benzoate-1,2- dioxygenase によって芳香環に
酸素 2 原子が導入された後、カテコールを経て、最終的にトリカル
ボン酸サイクル（ TCA 回路）に流入して分解される。  
 












ジオキシゲナーゼは大別すると heme-dependent iron-sulfur plant 






ている。 P. putida  F1 は、 toluene-2,3-dioxygenase を有しており 9 )、
トルエンの芳香環に酸素 2 原子が導入されて 3-メチルカテコール
（カテコール性化合物）に変換された後、B. cepacia  G4 や B. pickett i i  
PKO1 と同様に分解される（ Fig. 1.5）。また 1.2.1 に示す P. mendocina  
KR1 による反応では、トルエンのメチル基が methylmonooxygenase




benzoate-1,2-dioxygenase によって酸素 2 原子が導入され、dihydroxy- 
cyclohexadiene carboxylate dehydrogenase による脱水素反応を受けて
カテコールに変換された後、最終的に分解される代謝経路を辿る。  
 
1.3. フラビンレダクターゼ（EC 1. 5.  X. X、 EC 1. 6.  X. X）  
 
1.2.1 で述べたように、フラビン依存型のモノオキシゲナーゼでは








NAD(P)+ + e−  + H+ →  NAD(P)H + E0 1  E0 1  :  −0.32 V 
FMN + 2H+ + 2e−  →  FMNH2 + E0 2   E0 2  :  −0.3 ~ +0.2 V 
 
フラビンレダクターゼとフラビン依存型のモノオキシゲナーゼに
よって構成される two-component monooxygenase については以下の
も の が あ る 。 蛍 光 細 菌 由 来 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 典 型 的 な
two-component monooxygenase である 1 0 )。海洋性発光細菌 Vibrio 
f ischeri 由来のフラビンレダクターゼ FRaseI について諸性質が報告
されている。 FRaseI は FMN と強く結合しており、 ping pong bi bi
反応機構により FMN を介した NAD(P)H から FMN への電子伝達を
触媒する酸化還元酵素である 11 )。さらに、FRaseI は微弱ながらもニ
トロレダクターゼ活性も示し、大腸菌由来のニトロレダクターゼ
NfsB と相同性を示す 1 2 )。  
一方、脱硫細菌である Rhodococcus sp.  IGTS8 は、後述（ 1.4 参照）
のようにフラビン依存型酸化酵素である DBT monooxygenase (DszC)
6 
および DBT sulfone monooxygenase (DszA)と、フラビンレダクター
ゼ DszD による two-component monooxygenase を構成している 1 3 - 1 5 )。
DszD は、 FRaseI とは異なり、フラビン化合物とは結合せず、基質
特異性もフラビン化合物に限られている 1 3 - 1 5 )。  
その他の two-component monooxygenase として、スチレン酸化酵
素 1 6 )、  4-ヒドロキシフェニル酢酸 -3-酸化酵素 1 7 )、  ピロール -2-カ
ルボン酸酸化酵素 1 8 )、ニトリロトリ酢酸酸化酵素 1 9 )、エチレンジア
ミンテトラ酢酸（ EDTA）酸化酵素 2 0 )などが、それぞれの基質の分
解に関わる酵素として報告されている。さらには、プリスティナマ
イシン IIA（ prist inamycin IIA）2 1 )やバラニマイシン（ valanimycin）2 2 )
などの抗生物質の微生物生産に関わる酸化酵素も報告されている。














困難である。 dibenzothiophene (DBT) は複素環式有機硫黄化合物の





HDS の補完技術として期待されているプロセスである 2 3 )。  
7 
これまでに脱硫生体触媒として利用可能な種々の DBT 脱硫細菌
が取得されている。とくに、常温性 DBT 脱硫細菌 Rhodococcus sp. 
IGTS8 について詳しく研究されており、DBT 脱硫遺伝子群（ dszABC）
のクローニングや諸性質の検討が報告されている 1 3 - 1 5 )。当研究室に
おいても異なる属種の好熱性 DBT 脱硫細菌 Bacillus subti l is  WU-S2B
および Mycobacterium phlei  WU-F1 を取得しており、DBT 脱硫遺伝
子群（ bdsABC）のクローニングと諸性質について報告している 2 4 )。
これら脱硫細菌は、炭素－硫黄原子間の結合を特異的に切断し、硫
黄特異的分解経路によって DBT を脱硫する 1 3 ,  1 4 )。この分解経路に
おいて、DBT は酸化酵素 DBT monooxygenase (DszC/BdsC)による 2
段階の酸化によって DBT sulfoxide を経由して DBT sulfone にまで酸
化 さ れ る 。 さ ら に 、 DBT sulfone は 酸 化 酵 素 DBT sulfone 
monooxygenase (DszA/BdsA)による酸化によって 2’-hydroxybiphenyl 
-2-sulfinate (HBPSi) に 酸 化 さ れ る 。 最 終 的 に HBPSi は HBPSi 
desulfinase (DszB/BdsB)によって硫黄原子が亜硫酸イオンとして切
り離され、 2-hydroxybiphenyl (2-HBP)へと変換（脱硫）される。こ
の 脱 硫 経 路 に 関 わ る 2 種 類 の 酸 化 酵 素 DBT monooxygenase 
(DszC/BdsC) お よ び DBT sulfone monooxygenase (DszA/BdsA) は     
フ ラ ビ ン 依 存 型 酸 化 酵 素 （ flavin-dependent two-component  
monooxygenase）であり、フラビンレダクターゼ  (f lavin reductase,  
NAD(P)H:FMN oxidoreductase,  EC 1. 5.  X. X, EC 1. 6.  X. X) を必要と
する two-component monooxygenase である（後述）。すなわち、フラ
ビ ン レ ダ ク タ ー ゼ は NAD(P)H を 利 用 し て  f lavin mononucleotide 
(FMN)を還元し、還元型フラビンとしてフラビン依存型酸化酵素に
供給する。脱硫酸化酵素およびフラビンレダクターゼをそれぞれ
Table 1.1 および Table 1.2 に示す。なお、これらの脱硫酸化酵素以外














告されている 2 5 ,  2 6 )  。しかし、それとは異なり、酸化と還元をそれ
ぞれ別々のタンパク質が電子伝達系を介して酸化反応を触媒するマ
ルチコンポーネント（ multicomponent）型の酸化酵素も多く報告さ
れている 2 5 ,  2 6 )  。multicomponent 型の酸化酵素として、フェノール
やベンゼン、トルエンのような化合物の分解に関わる酸化分解に関
わるタンパク質において、最大で 6 つのコンポーネントを必要とす
るものも報告されている 2 5 - 2 7 )  。  
芳香族化合物を酸化する two-component monooxygenase は数多く
報告されているが、大別して 2 つのカテゴリー、すなわち、 heme
酵素あるいは non-heme 酵素に分類できる。heme monooxynenases グ
ループでは、フラボプロテインが電子伝達コンポーネントとして、
cytochrome c あるいは cytochrome P450 が oxygenase コンポーネント
として機能する 2 5 ,  2 6 )  。non-heme two-component monooxygenase は、
プテリジン（ pteridines）あるいはフラビンを共役因子として利用す
る 2 6 )  。non-heme two-component monooxygenase において、フラビン
依存型の two-component monooxygenase はさらに細分化され、電子
伝達系コンポーネントの違いにより、2 つのグループに大別できる。
1 つは電子伝達系コンポーネントに ferredoxin-NAD(P)が関与するも
の で 、 toluene-xylene monooxygenase で あ る XylMA や 、
p-toluenesulfonate monooxygenase である TsaMB 2 8 )  などが含まれる。




子を利用して基質を酸化する酵素群である（ Fig. 1.6）。  
9 
1.6. 微生物変換を利用した位置選択的な酸化反応による 
安息香酸からの p-ヒドロキシ安息香酸への変換  
 
p-ヒドロキシ安息香酸（ p-hydroxybenzoic acid、 PHBA）は、安息






がある。これら 3 種のヒドロキシ安息香酸は物性が類似している。  















な PHBA 生産プロセスの確立が可能であると予想できる。  
微生物を利用した PHBA の生産方法については、 p-ムコン酸を原
料 に PHBA を 生 産 す る Pseudomonas putida  WCS358 2 9 ) や 、
Paecilomyces varioti i  MTCC 6581 3 0 )、 Streptomyces caeruleus  MTCC 
6638 3 1 )などの報告例がある。  
さらに、数種の微生物に微生物における BA の代謝経路に着目す
10 
ると、BA を代謝する過程で PHBA を中間代謝産物として生成する




cutaneum 3 2 )や Rhodotorula minuta  CBS 2177 3 3 )などにその活性が見
出されているが、 PHBA の生産収率は低い。  
 




























コースから生産される 3 4 ,  3 5 )。さらに、このグルコン酸が酢酸菌等に









れている。また、Ca2 +や Mg2 +などの金属イオンに対してキレート作
用を示すことから、ミネラルの吸収促進作用が認められる。また、
グルクロン酸のラクトン体であるグルクロノラクトンには疲労回復
効果や肝機能向上作用が見出されている 3 4 ,  3 5 )。  
 





















































 Table 1.1.   Desulfurizing bacteria and those monooxygenases 
 Optimum 
 





Rhodococcus erythropolis  
IGTS8  
DszC 35  7.5 
 Paenibacil lus  sp.  A11-2  TdsC 65  9.0 
 Bacillus subti l is  WU-S2B  
 Mycobacterium phlei  WU-F1

















Rhodococcus erythropolis  
IGTS8  
DszD 35  6.0 
 Paenibacil lus  sp.  A11-2  TdsD 55  6.0 
 Bacillus subti l is  WU-S2B  Frb 50  6.0 








































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig.  1.2.   Toluene degradation by Burkholderia cepacia  G4 and B. 
pickett i i  PKO1.  By B. cepacia  G4, toluene was primary oxygenated by 
toluene-2-monooxygenase (T2MO) and converted to o-cresol.    
By B. pickett i i  PKO1, toluene was primary oxygenated by 














































Fig.  1.3.   Toluene degradation by P. mendocina  KR1 .   Toluene was 
primary oxygenated by toluene-4-monooxygenase (T4MO) and converted 
















































Fig.  1.4.   Toluene degradation by P. putida  mt-2.   Branched chain of 
toluene was primary oxygenated by methyl-monooxygenase and 











































Fig.  1.5.   Toluene degradation by P .  putida  F1.   Toluene was primary 
di-oxygenated by toluene-2,3-dinooxygenase and converted to 


















































Fig.  1.6.   Classification of two-component monooxygenases by their  
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2.2. 使用菌株とプラスミド  
 
2.2.1.  使用菌株  
 主な使用菌株にとしては以下のものを使用した、フラビンレダク
ターゼ高発現組換え大腸菌 Escherichia coli  BL21(DE3) pETfrb およ
び E. coli  BL21(DE3) pETfrm の 2 種類、 4-hydroxyphenylacetate- 
3-monooxygenase（HpaB）をコードする遺伝子 hpaB の高発現組換え
大腸菌 E. coli  BL21(DE3) pEThpaB、ジベンゾチオフェン分解細菌
Mycobacterium phlei  WU-0103 およびその硫酸イオン抑制解除組換え
細菌 M. phlei  WU-0103X9、芳香族化合物変換に有効な Trichosporon 
monili i forme  WU-0401 およびその変異導入株である T. monili i forme  
4F6、本研究にて取得した糖質酸化細菌 TDL-1 株をである。各菌株
は 10% (v/v)グリセロール溶液に懸濁し、1.5 ml 容マイクロチューブ
に分注して −80°C にて保存した。  
 なお、 E. coli  BL21(DE3)（ F- dcm ompT hsdS(rB-mB-)gal  λ  (DE3)）
および pET21-a（Multicloning si te vector;  Apr,  T7 promoter）は Novagen
26 
製のものを使用した。pETfrb、pETfrm はそれぞれ B. subti l is  WU-S2B
由来のフラビンレダクターゼ Frb をコードする遺伝子 frb および M. 
phlei  WU-F1 由来のフラビンレダクターゼ Frm をコードする遺伝子
frm を pET21-a に連結したものを示す。pEThpaB は E. coli  NBRC3366
由来の酸化酵素 4-hydroxyphenylacetate-3-monooxygenase（HpaB）を
コードする遺伝子 hpaB を pET21-a に連結して得られたプラスミド
を示す。  
 
2.3. 培養方法  
 
2.3.1.  E. coli  BL21(DE3) pETfrb の培養方法  






2.3.2.  E. coli  BL21(DE3) pETfrm の培養方法  
E. coli  BL21(DE3) pETfrm の培養は 2.3.1 と同様に行った。すなわ





2.3.3.  E. coli  BL21(DE3) pEThpaB の培養方法  
E. coli  BL21(DE3) pEThpaB の培養は 2.3.1 と同様に行った。すな







2.3.4.  M. phlei  WU-0103X9 の培養方法  
M. phlei  WU-0103 および M. phlei  WU-0103X9 の培養については第
6 章で述べる。  
 
2.3.5.  T. monili iforme 4F6 の培養方法  
T. monili i forme WU-0401 および T. monili i forme 4F6 の培養につい
ては第 7 章で述べる。  
 
2.3.6.  糖質酸化細菌 TDL-1 株の培養方法  
TDL-1 株の培養については、その探索（スクリーニング）方法も
含め、第 8 章で述べる。  
 
2.4. 酵素および無細胞抽出液を用いた反応  
 
2.4.1.  無細胞抽出液の調製方法  
500 ml 容のエルレンマイヤーフラスコに各培地を 100 ml 分注し、
各菌株を培養した。培養した菌体は 15 min の遠心分離操作（ 6,000×g、
4°C）によって回収し、反応に用いる緩衝液にて 2 回の洗菌操作を
行った。洗菌後、 1 mM dithiothreitol と 10% (v/v)のグリセロールを
添加した緩衝液で菌体を再度懸濁した。菌体懸濁液を超音波破砕機
（ 20 kHz）に供じて破砕し、 1 h の遠心分離操作（ 16,000×g、 4°C）
によって得られた上澄液を無細胞抽出液として実験に使用した。  
 
2.4.2.  精製酵素の調製  
フラビンレダクターゼ Frb および Frm について、それぞれ組換え




2.4.3.  フラビンレダクターゼの活性測定方法  
フラビンレダクターゼ活性は、 50°C における反応で、 NAD(P)H
の酸化に伴う 340 nm の吸光度の減少をモニタリングすることによ
28 
って測定した。反応液組成は、50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）
に、NAD(P)H（終濃度 0.3 mM）、 FMN（終濃度 0.01 mM）に精製酵
素を添加し、総体積を 1 ml とした。活性の単位 1 unit は、 1 min に
1 µmol の NAD(P)H（ ε3 4 0  = 6.22 × 103 M- 1 ·  cm- 1）を酸化するために
必要な酵素量として定義した。  
 
2.5. 休止菌体反応  
 
500 ml 容のエルレンマイヤーフラスコに各培地を 100 ml 分注し、
各菌株を培養した。培養した菌体は 10 min の遠心分離操作（ 6,000×g、
4°C）によって回収し、反応に用いる緩衝液にて 2 回の洗菌操作を








2.6. タンパク質濃度測定方法  
 
タンパク質濃度は、 protein assay kit  (Bio-Rad, CA, USA)を製品プ
ロトコールに従って使用して測定した。標準タンパク質としてウシ
血清アルブミン（ Sigma type IV, MO, USA）を使用した。  
 
2.7. DNA 抽出方法  
 
DNA を抽出するための各菌株は、それぞれの最適条件にて培養を
行った。培養した菌体は 15 min の遠心分離操作（ 6,000×g、4°C）に
よって回収し、DNA 抽出に用いた 2 )。全 DNA の抽出は QIAGEN 
genomic-tip (QIAGEN, Tokyo, Japan)を用い、製品プロトコールに従
って調製した。  
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2.8. DNA 断片の精製方法  
 
DNA 断片の精製は、GFX PCR DNA and gel band purification kit  (GE 
Healthcare Bio-Sciences,  Piscataway, NJ,  USA)を用い、製品プロトコ
ールに従って行った。  
 
2.9. E. coli の形質転換方法  
 
E. coli の形質転換は、プラスミド DNA をジーンパルサ （ーBio-Rad
製）を使用したエレクトロポレーション法によって行った。氷冷し
たエレクトロポレーション用のキュベット（ 0.2-cm gap (Bio-Rad)）
に、E. coli のコンピテントセル 50 µ l とプラスミド溶液 1 µ l を分注
し、 2 kV、 25 µF、 400 Ω に各値を設定し、キュベット両端からパル
スを照射した。その直後に 1 ml の SOC 培地（ 2% (w/v) Tryptone、0.5% 
(w/v) yeast  extract、10 mM NaCl、2.5 mM KCl、10 mM MgCl2、10 mM 
MgSO4、 20 mM glucose）を添加し、形質転換体を 37°C で 1 h 静置
培養した。その後、抗生物質を添加した LB 寒天平板培地に塗布し、
コロニーが形成されるまで 37°C で培養を行った。  
 
2.10. PCR による遺伝子断片の増幅  
 
PCR に よ る 遺 伝 子 断 片 の 増 幅 は サ ー マ ル サ イ ク ラ ー ( iCycler;  
Bio-Rad)を用いて行った。反応溶液は PCR 緩衝液（ Tris-HCl、KCl、
MgCl2 を含む）、 dNTP, 鋳型とする DNA、各種オリゴヌクレオチド
プライマー、DNA ポリメラーゼ（ Taq (Takara Bio,  Japan)、Ex Taq 
(Takara Bio,  Japan) や KOD plus (TOYOBO, Japan)）を混合したもの
を用いた。各成分の添加量は使用する DNA ポリメラーゼの製品プ
ロトコールに従った。反応溶液は 95°C で 5 min 静置した後に 30 回
の増幅サイクル；denaturation（ 1 min at  95°C）→  annealing（ 1 min at  
a temperature appropriate to PCR primers）→  extension（ 1 min per 1-kb 
DNA template at  72°C）を経由して、最終的に 72°C、 10 min の静置
によって増幅した。  
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2.11. DNA 塩基配列の解析  
 
DNA 塩基配列の決定には DYEnamic ET terminator cycle sequencing 
kit  (GE Healthcare,  USA)を使用した。反応溶液（ 8 µ l  Premix、11.5 µ l  
鋳型 DNA 溶液、0.5 µ l  (10 pmol/µ l )  プライマーを含む）は 95°C で 1 
min 静置した後に 30 回の増幅サイクル；（ 20 sec、95°C）→（ 15 sec、
50°C）→（ 1 min、60°C）を経由して、最終的に 60°C、1 min の静置
によって増幅した。増幅産物は AutoSeq G-50 (GE Healthcare)を用い
て製品プロトコールに従って精製した。DNA 塩基配列は ABI PRISM 
310 genetic analyzer (Applied Biosystems, CA, USA)を用いて分析した。 
塩基配列の解析には Genetyx-Mac version 10.1 (SDC, Tokyo, Japan)
を用いて行った。塩基配列のホモロジー検索等の解析には DNA Data 
Bank of Japan (DDBJ)の FASTA program や ClustalW program を利用し
た。  
 
2.12. その他の分析方法  
 
2.12.1.  微生物の生育測定  
微生物の生育は 660 nm の吸光度を spectrophotometer (UV-1200; 
Shimadzu, Kyoto,  Japan)を測定することにより測定した。  
 
2.12.2.  芳香族化合物の分析  
芳香族化合物の分析には High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) (LC-20; Shimadzu)を用いた。微生物脱硫に関わる芳香族化合
物の分析条件は Table 2.2 に、その他の芳香族化合物（ benzoic acid、
p-hydroxybenzoic acid など）に関わる分析条件は Table 2.3 に、糖質
の分析に関わる分析条件は Table 2.4 に、その他の化合物の分析条件
については Table 2.5 にそれぞれ示す。なお、それぞれの測定用試料
は 前 処 理 と し て ポ ア サ イ ズ 0.20 µm の メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー




を使用した。   
脱 硫 に 関 わ る 代 謝 産 物 等 の 分 析 に は gas chromatography-mass 
spectrometry (GC-MS) (type 5890II;  Hewlett-Packard,  Ontario,  Canada)
を使用した。分析条件については以下の通りである。カラムには
30-m type HP-5 column (Hewlett-Packard)、移動相にはヘリウムガス
（流速 1.0 ml/min）を用いた。Injection temperature は 280°C とした。
Oven temperature は開始温度を 40°C（ 3 min 保持）とし、昇温速度を
10°C/min として最終温度は 280°C とした。  
 
2.12.3.  直留軽油の分析方法  
直留軽油の分析について、硫黄、炭素分析には gas chromatography 
atomic emission detector (GC-AED) (type 5890II/5921A; 
Hewlett-Packard)および GC-FID/FPD (GC-2010; Shimadzu)を、硫黄濃
度分析には ANTEK 7000V (Antek, TX, USA)を用いて行った 3 )。  
 
2.12.4.  Gibb’s Assay （フェノール性 OH の検出）  
Gibb’s Assay はフェノール性 OH を検出する方法であり、DBT の
脱硫代謝産物 2-HBP を検出することで変異株の選抜に利用すること
ができる。 1 M NaHCO3 緩衝液 30 µ l を培養液 150 µ l に添加した後、
Gibb’s reagent（ 1 ml ethanol に 1 mg 2,6-dichloroquinone を溶解した








タ （ー JCCP）より分譲されたものを使用した。Tryptone、yeast  extract、







 Table 2.1.   LB medium  
 Tryptone   10.0 g  
 Yeast  extract   5.0 g  
 NaCl  10.0 g  
 Disti l led water to 1000 ml  




Table 2.2.   Conditions for HPLC analysis of aromatic compounds 
on biodesulfurization 
 Column Puresil  C1 8 (Waters,  MA, USA) 
 Mobile phase Acetonitri le-Water (1:1,  v/v) 
  Acetonitri le-Tetrahydrofuran-Water (1:1:3,  v/v/v) 
 Flow rate 1.0 ml/min 
 Temperature 30°C (or 35°C) 




Table 2.3.   Conditions for HPLC analysis of aromatic compounds 
(bezoic acid,  p-hydroxybenzoic acid,  etc.)  
 Column TSKgel ODS-100V (TOSOH, Japan) 
  Unison UK-C18 (Imtakt,  Japan) 
 Mobile phase Methanol :  0.1% (v/v) Formate (35 :  65,  v/v) 
 Flow rate 0.5 ml/min 
 Temperature 30°C (or 35°C) 
 Detection PDA detector (mainly absorbance at  270 nm) and 







 Table 2.4.   Conditions for HPLC analysis of saccharides 
 Column Shim-pack SPR-H (Shimadzu, Japan) 
 Mobile phase 0.1% (v/v) Formic acid 
 Flow rate 0.7 ml/min 
 Temperature 60°C 
 Detection PDA detector (mainly absorbance at  210 nm) 





Table 2.5.   Conditions for HPLC analysis of compouds such as 
cyclic ether,  carboxylate or other compounds 
 Column Cadenza CD-C18 (Imtakt,  Japan) 
 Mobile phase Acetonitri le :  0.1% (v/v) Formate (88 :  12,  v/v) 
 Flow rate 0.7 ml/min 
 Temperature 30°C (or 35°C) 
 Detection PDA detector (mainly absorbance at  210 nm) 
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困難である。 dibenzothiophene (DBT) は複素環式有機硫黄化合物の




類の効率的な除去が可能である。したがって、BDS は HDS の補完
技術として期待されている 1 )。  
これまでに脱硫生体触媒として利用可能な種々の DBT 脱硫細菌
が取得されている。とくに、常温性 DBT 脱硫細菌 Rhodococcus sp. 
IGTS8 について詳しく研究されており、DBT 脱硫遺伝子群（ dszABC）
のクローニングや諸性質が報告されている 2 - 4 )。当研究室においても
好熱性 DBT 脱硫細菌 Bacillus subti l is  WU-S2B および Mycobacterium 
phlei  WU-F1 を取得しており、DBT 脱硫遺伝子群（ bdsABC）のクロ
ーニングと諸性質について報告している 5 )。これらの脱硫細菌は 
Fig. 3.1 2 ,  3 )に示すように、炭素－硫黄原子間の結合を特異的に切断
し、硫黄特異的分解経路によって DBT を脱硫する。この分解経路に
おいて、 DBT は酸化酵素 DBT monooxygenase (DszC/BdsC)による  
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2 段階の酸化によって DBT sulfoxide を経由して DBT sulfone にまで
酸 化 さ れ る 。 さ ら に 、 DBT sulfone は 酸 化 酵 素 DBT sulfone 
monooxygenase (DszA/BdsA)による酸化によって 2’-hydroxybiphenyl 
-2-sulfinate (HBPSi) に 酸 化 さ れ る 。 最 終 的 に HBPSi は HBPSi 
desulfinase (DszB/BdsB) によって硫黄原子が亜硫酸イオンとして  
切り離され、 2-hydroxybiphenyl (2-HBP) へと変換（脱硫）される。   
こ の 脱 硫 経 路 に 関 わ る 2 種 類 の 酸 化 酵 素 DBT monooxygenase 
(DszC/BdsC) お よ び DBT sulfone monooxygenase (DszA/BdsA)   
は フ ラ ビ ン 依 存 型 酸 化 酵 素 （ flavin-dependent two-component  
monooxygenase）であり、フラビンレダクターゼ  （ flavin reductase,  
NAD(P)H:FMN oxidorductase,  E.C. 1.5.1.29 ） を 必 要 と す る
two-component monooxygenase である（後述）。すなわち、フラビン
レダクターゼは NAD(P)H を利用して  f lavin mononucleotide (FMN)
を還元し、還元型フラビンとしてフラビン依存型酸化酵素に供給す
る 。 な お 、 こ れ ら の 脱 硫 酸 化 酵 素 以 外 に も two-component  
monooxygenase は多く報告されている。  
フラビンレダクターゼが共役する two-component monooxygenase
については以下のものがある。蛍光細菌由来のルシフェラーゼは典
型的な two-component monooxygenase であり、その諸性質が報告さ
れている 6 )。その他、スチレン酸化酵素 7 )、  4-ヒドロキシフェニル
酢酸 -3-酸化酵素 8 )、  ピロール -2-カルボン酸酸化酵素 9 )、ニトリロ
トリ酢酸酸化酵素 1 0 )、エチレンジアミンテトラ酢酸（EDTA）酸化
酵素 11 )などが、それぞれの基質の分解に関わる酵素として報告され
ている。さらには、プリスティナマイシン IIA（ prist inamycin IIA）1 2 )





本章では、好熱性 DBT 脱硫細菌 B. subti l is  WU-S2B 由来の脱硫酸
化酵素 BdsA および BdsC と共役系を構築するフラビンレダクターゼ
Frb について、Frb をコードする遺伝子 frb の高発現組換え大腸菌 E. 
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coli  BL21(DE3)pETfrb を作製し、当該組換え大腸菌より精製した酵
素について諸性質を検討した。  
 
3.2. 実験方法  
 
3.2.1.  使用試薬  
DBT は東京化成（ Tokyo, Japan）より購入した。 NADH および




3.2.2.  使用菌株  
当研究室において構築したフラビンレダクターゼ遺伝子 frb を高
発現する遺伝子組換え大腸菌 E. coli  BL21(DE3) pETfrb を使用した。
当菌株の培養には LB 培地（ 2.3.1）を用いた。  
 
3.2.3.  無細胞抽出液の調製方法  
E. coli  BL21(DE3) pETfrb からフラビンレダクターゼ Frb を精製す
るために、同菌株の無細胞抽出液を調製した。 500 ml 容のエルレン
マイヤーフラスコに、抗生物質 ampicil l in を 100 µg/ml になるように
添加した LB 培地を 100 ml 分注し、E. coli  BL21(DE3) pETfrb のスト
ック溶液を植菌した。 30°C で 6 h 培養した後、 0.2 mM isopropyl-β 
-D-thiogalactopyranoside (IPTG) を培養液に添加し、さらに 6 h 培養
した。培養した菌体は 15 min の遠心分離操作（ 6,000×g、4°C）によ
って回収し、 50 mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）を用いて 2 回洗菌し
た。回収した菌体は 1 mM dithiothreitol と 10% (v/v) glycerol を添加
した 50 mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）を用いて再度懸濁した。菌体






3.2.4.  組換え酵素の精製方法  
組換え酵素 Frb は ÄKTA explorer (GE Healthcare Bio-Sciences,  
Piscataway, NJ, USA)を用い、以下の各段階を経て、無細胞抽出液よ
り精製した。  
(1) First  step;  陰イオン交換クロマトグラフィー  
50mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）を用いて平衡化した陰イオン交
換クロマトカラム（Toyopearl  DEAE-650M column (2.2×20 cm) (Tosoh, 
Tokyo)）に無細胞抽出液を供じ、平衡化に用いた 50 mM Tris–HCl
緩衝液（ pH 8.0）でカラムを洗浄し、非吸着タンパク質を溶出させ
た。洗浄したカラムに、KCl 濃度を添加した 50 mM Tris–HCl 緩衝液
（ pH 8.0）を、KCl 濃度が 0 から 0.5 M の直線勾配になるよう流速
120 ml/h にて供じ、吸着タンパク質を溶出させた。フラビンレダク
ターゼ活性は KCl 濃度が 0.15～ 0.2 M のフラクションに見出された
ため、これらのフラクション（約 25 ml）を活性フラクションとし
て 1 つにまとめた。  
(2) Second step; ゲルろ過クロマトグラフィー  
(1)で 得 た 活 性 フ ラ ク シ ョ ン を 、 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー YM-30 
(Mill ipore,  Billerica,  MA, USA)を使用して限外濾過することにより
濃縮した。 0.15 M NaCl を添加した 50 mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）
を用いてゲル濾過クロマトカラム（ HiLoad 16/60 Superdex 200 pg 
column (1.6×60 cm) (GE Healthcare Bio-Sciences)）を平衡化し、前述
のように濃縮したタンパク質溶液を供じた。 0.15 M NaCl を添加し
た 50 mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）を用いて流速 30 ml/h にて溶出
を行い、活性フラクションを精製酵素画分とした。  
 
3.2.5.  フラビンレダクターゼ活性測定方法  
組換え酵素 Frb のフラビンレダクターゼ活性は、50°C における反
応で、NAD(P)H の酸化に伴う 340 nm の吸光度の減少をモニタリン
グすることで測定した。反応液組成は 50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝
液（ pH 7.0）に、 electron donor として NAD(P)H（終濃度 0.3 mM）、
electron acceptor として FMN（終濃度 0.01 mM）、精製酵素を添加し
たものとして、総体積を 1 ml として反応を行った（ 2.5 参照）。活
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性の単位 1 unit は、 1 min に 1 µmol の NAD(P)H（ ε3 4 0  = 6.22 × 103     
M- 1  ·  cm- 1）を酸化する酵素量として定義した。  
 
3.2.6.  ニトロレダクターゼ測定方法  
ニトロレダクターゼ活性は、 50°C における反応で、NAD(P)H の
酸化に伴う 340 nm の吸光度の減少をモニタリングすることで測定
した。反応液組成は 50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）に、
electron donor として NADH（終濃度 0.3 mM）、electron acceptor とし
てフラビン化合物あるいはニトロ化合物（終濃度 0.01 mM）、精製酵
素を添加したものとして、総体積を 1 ml として反応を行った。活
性の単位 1 unit は、 1 min に 1 µmol の NAD(P)H（ ε3 4 0  = 6.22 × 103     
M- 1  ·  cm- 1）を酸化する酵素量として定義した。  
 
3.2.7.  フェリックレダクターゼ測定方法  
フェリックレダクターゼ活性の測定は、 Fe(III)が還元されて生成
する Fe(II)とフェロジンによる Fe(II)-フェロジンの生成に伴う 562 
nm の吸光度の減少をモニタリングすることで測定した（ ε5 6 2  = 2.80 
× 103 M- 1 ·  cm- 1）。反応液組成は 50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 
7.0）に、NADH（終濃度 0.3 mM）、FMN（終濃度 0.05 mM）、Fe(III)-citrate
あるいは Fe(III)-EDTA（終濃度 1.0 mM）、精製酵素を添加したもの
として、総体積を 1 ml として反応を行った。活性の単位 1 unit は、
1 min に 1 µmol の Fe(II)-ferrozine（ ε5 6 2  = 2.80 × 103 M- 1 ·  cm- 1）を生
成する酵素量として定義した。  
 
3.2.8.  タンパク質濃度測定方法  
タンパク質濃度は protein assay kit  (Bio-Rad, CA, USA)を製品プロ
トコールに従って使用して測定した。標準タンパク質としてウシ血






3.2.9.  タンパク質の分子量測定方法  
タンパク質の分子量は以下の方法で測定した。 native 酵素の分子
量は、ゲル濾過クロマトカラム（HiLoad 16/60 Superdex 200 pg column 
(1.6 × 60 cm) (GE Healthcare Bio-Sciences)）を用いたゲル浸透クロマ
トグラフィーによって、サブユニットの分子量はドデシル硫酸ナト
リウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（ sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis,  SDS-PAGE）によって算出した。  
ゲル浸透クロマトグラフィーでは、0.15 M NaCl を添加した 50 mM 
Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）を用いてゲル濾過カラムを平衡化し、各
種標準タンパク質溶液を供じた後、 0.15 M NaCl を添加した 50 mM 
Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）を用いて流速 30 ml/h にて溶出を行い、そ
の溶出パターンから native 酵素の分子量を算出した。  
SDS-PAGE では、12.5% (w/v)のポリアクリルアミドゲルを使用し、




3.3. 結果  
 
3.3.1.  組換え酵素 Frb の精製  
Frb をコードする遺伝子 frb はすでに塩基配列を決定し、Gen Bank 
Accession No. AB125067 として登録済である。  
組換え大腸菌 E. coli  BL21(DE3) pETfrb を、 IPTG の添加によって
発現の誘導を伴いながら培養することで、フラビンレダクターゼ遺
伝子 frb の高発現について検討した。E. coli  BL21(DE3) pETfrb の
whole-cell および無細胞抽出液を用いて SDS-PAGE によって分析し
た（ Fig. 3.2）。比較対照として E. coli  BL21(DE3) pET、すなわちフ
ラビンレダクターゼ遺伝子 frb を連結していない pET21-a プラスミ
ドを導入した組換え大腸菌を培養して分析に用いた。これより、高
発現用に作製した組換え大腸菌 E. coli  BL21(DE3) pETfrb は組換え
酵素 Frb を高生産し、また、 Frb は可溶性画分に存在することを明
らかにした。  
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E. coli  BL21(DE3) pETfrb の無細胞抽出液におけるフラビンレダク
ターゼ活性を測定した（Table 3.1）。対照として E. coli  BL21(DE3) 
pET および原株 B. subti l is  WU-S2B について、それぞれの無細胞抽
出 液 に お け る フ ラ ビ ン レ ダ ク タ ー ゼ 活 性 も 併 記 し た 。 E. coli  
BL21(DE3) pETfrb の無細胞抽出液は、electron donor として NAD(P)H
が存在する反応条件下で FMN に対する還元活性を示した。 frb 高発
現株 E. coli  BL21(DE3)pETfrb より得られた無細胞抽出液のフラビン
レダクターゼ活性は、NADH 存在下で 9.58 unit /mg、NADPH 存在下
で 12.7 unit /mg であった。一方、B. subti l is  WU-S2B のフラビンレダ
クターゼ活性は、NADH 存在下で 0.39 unit /mg、NADPH 存在下で 0.19 
unit /mg であった。E. coli  BL21(DE3)pETfrb より得られた無細胞抽出
液のフラビンレダクターゼ活性と B. subti l is  WU-S2B のフラビンレ
ダクターゼ活性とを比較すると、E. coli  BL21(DE3)pETfrb より得ら
れた無細胞抽出液のフラビンレダクターゼ活性は、NADH 存在下で
約 25 倍、NADPH 存在下で約 67 倍の活性を示し、活性の観点から
も E. coli  BL21(DE3)pETfrb における frb の高発現が確認された。  
E. coli  BL21(DE3)pETfrb を用いて調製した無細胞抽出液より、陰
イオン交換クロマトカラム Toyopearl  DEAE-650M column およびゲ
ル濾過クロマトカラム HiLoad 16/60 Superdex 200 pg column を用い
た 2 段階のクロマトグラフィー操作によって精製を行った。精製の
各ステップにおける精製度を Table 3.2 に、SDS-PAGE による分析結
果を Fig. 3.2 にそれぞれ示す。Frb は最終的に SDS-PAGE 分析では単
一のバンドとして検出され、収率 9.88%、 3.19 倍にまで精製した。  
 
3.3.2.  Frb の分子量測定  
精製過程において、 Frb の分子量を算出した。ゲル濾過クロマト
カラム（HiLoad 16/60 Superdex 200 pg column）を用いたゲル濾過ク
ロマトグラフィーによる精製過程において、同様に分析した標準タ
ンパク質の溶出と比較することで native 酵素の分子量を算出し、40 





は単量体の分子量が 20 kDa のホモダイマー酵素であることを明ら
かにした。  
 
3.3.3.  薄層クロマトグラフィー（ TLC）分析および吸光スペクトル
分析による Frb 内包物の同定  
脱硫酸化酵素と共役する他のフラビンレダクターゼ、Rhodococcus 
erythropolis  D-1 由来の DszD 1 4 )、Paenibacil lus  sp.  A11-2 由来の TdsD 





溶液を 95°C で 5 min 加熱（熱変性）した後、遠心分離操作（max speed、
室温）によって変性タンパク質を取り除き、上澄液のみをメンブレ
ンフィルターYM-10 (Mill ipore,  Billerica,  MA, USA)を使用して限外
濾過することで抽出した。抽出後の溶液を TLC によって分析した
（ Fig. 3.4）。これより、抽出した内包化合物は FMN と同一の移動度
を示したため、内包化合物を FMN と想定した。  
さらに詳細を検討するため、酵素溶液の吸光スペクトル分析を行
った。酵素溶液における 300 nm～ 600 nm の吸光スペクトルを測定
し、標品 FMN における 300 nm～ 600 nm の吸光スペクトルと比較し
た。 Fig. 3.5 示すように、酵素溶液の吸光スペクトルは、標品 FMN
の吸光スペクトルと同様の FMN 特異的ピーク（約 370 nm および約
450 nm）を示すことから、内包化合物を FMN と特定した。  
以上の TLC 分析および吸光分析の結果から、 Frb を含む溶液の呈







3.3.4.  Frb のフラビンレダクターゼ活性に対する温度の影響  
Frb のフラビンレダクターゼ活性に対する温度の影響として、最
適反応温度の検討を行った。反応温度を 20°C から 70°C まで変化さ
せ、その他の反応条件は 2.4.3.に従って活性を測定した。Fig. 3.7(A) 
に示すように、Frb は反応温度が 50°C のときに最大の活性を示した。 
Frb の温度に対する安定性を検討した。反応に用いる精製酵素 Frb
を 20°C から 70°C までの各温度で 30 min 静置した後、 2.4.3.の反応
条件に従い、反応温度は最適温度（ 50°C）において活性を測定した。
Fig. 3.7(A) に示すように、 Frb は 50°C で 30 min 静置した後、最大
フラビンレダクターゼ活性の 80%の活性を保持していた。また、60°C
で 30 min 静置した後にも、最大フラビンレダクターゼ活性の 20%の
活性を保持する酵素であることを明らかにした。以上より、 Frb の
最適反応温度を 50°C と決定した。また、Frb は 50°C で 30 min 静置





3.3.5.  Frb のフラビンレダクターゼ活性に対する pH の影響  
フラビンレダクターゼ活性に関して Frb の最適反応 pH の検討を
行った。反応 pH を 4.0 から 10.0 まで変化させ、その他の反応条件
は 2.4.3.に示す方法により活性を測定した。 Fig. 3.7(B) に示すよう
に、 Frb は反応が pH 6.0 で最大の活性を示した。  
Frb の pH に対する安定性を検討した。反応に用いる Frb を pH 2.5
から pH 12.0 までの各 pH 条件下で 24 h 静置した後、 2.4.3.の反応条
件に従い、反応は最適温度（ 50°C）、最適 pH（ pH 6.0）において活
性を測定した。Fig.  3.7(B) に示すように、Frb は pH 4.0～ pH 12.0 に
24 h 静置した後では最大フラビンレダクターゼ活性の 90%の活性を
保持していた。変化させた全 pH 領域（ pH 2.0～ pH 12.0）で 24 h 静
置した後においても、最大フラビンレダクターゼ活性の 80%の活性
を保持する酵素であることを明らかにした。  
したがって、 Frb は反応最適 pH が pH 6.0 であり、変化させた全
44 
pH 領域で 24 h 静置した後においても、最大活性の 80%の活性を保
持していた。以上より、 Frb は pH 2.0～ 12.0 の範囲で極めて安定な
酵素であることを明らかにした。  
 




最適温度 50°C および最適 pH 6.0 で、その他の反応条件は 2.4.3.に示
す方法にしたがった（Table 3.3）。Mg2 +、Mn2 +、Ca2 +、 Zn2 +、 Fe2 +、
Ni2 +等の 2 価の金属イオンを添加した際のフラビンレダクターゼ活
性の向上や低下は見られなかった。同様に、 ethylenediaminetetra- 




一 方 、 チ オ ー ル 試 薬 （ 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) 、






3.3.7.  Frb の基質特異性  
Frb の 基 質 特 異 性 を 検 討 す る た め に 、 electron donors と し て
NAD(P)H を用い、 electron accepters として種々のフラビン化合物を
用いて反応を行い、フラビンレダクターゼ活性測定を行った。反応
条件は 2.4.3.にしたがって、反応温度および pH はそれぞれの最適値
である 50°C、 pH 6.0 とした。  
ま た 、 Frb は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 Bacillus 




ダクターゼ活性を測定するため、 electron accepters として種々のニ
トロ化合物を用いて反応を行い、ニトロレダクターゼ活性の測定を
行った。両検討の結果を Table 3.4 に示すが、 Frb は予想通りニトロ
レダクターゼ活性を有することを明らかにした。  
Frb は、electron donors として NADH と NADPH の両化合物を利用
可能であり、electron accepter に FMN を用いた 50°C での還元反応に
おけるフラビンレダクターゼ活性は、 NADH を用いた場合は 42.1 
U/mg、NADPH を用いた場合は 85.5 U/mg であった。第 4 章でも述
べるが、 electron donors として NADH と NADPH の両化合物を利用





electron donor として NADH を用い、種々の化合物に対する基質特
異性について検討した。Frb は FMN をはじめ、FAD、riboflavin ある
いは lumiflavin といった各種フラビン化合物を electron acceptors と
して利用可能であり、フラビンレダクターゼ活性を示すことが明ら
かになった。さらに特筆すべき特徴として、 Frb はニトロレダクタ
ーゼ活性も示すことを明らかにした。一例として、 nitrofurazone を  
electron acceptor として利用した際の還元反応におけるニトロレダ
クターゼ活性は 5.7 U/mg であり、この活性値は、 FMN を electron 
acceptor として利用した際の還元反応におけるフラビンレタクター
ゼ活性の約 13.5%の活性であった。このような、ニトロレダクター
ゼ活性を示すという特徴は Paenibacil lus  sp.  A11-2 由来の TdsD 1 5 )や








Fe(III)-citrate を用いた際の還元活性は 27.5 unit /mg、Fe(III)-EDTA を




3.4. 考察  
 
本章では好熱性 DBT 脱硫細菌 B. subti l is  WU-S2B 由来のフラビン
レダクターゼ Frb について、Frb をコードする遺伝子 frb の高発現組
換え大腸菌 E. coil  BL21(DE3)frb を用いて Frb を精製し、酵素の諸性
質 に つ い て 検 討 し た 。 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト カ ラ ム Toyopearl  
DEAE-650M column およびゲル濾過クロマトカラム HiLoad 16/60 
Superdex 200 pg column を用いた 2 段階のクロマトグラフィー操作に
よって、収率 9.88%、 3.19 倍にまで精製した。 native 酵素の分子量
は 40 kDa であり、サブユニット分子量は 20 kDa であることから、
Frb は単量体の分子量が 20 kDa のホモダイマー酵素であることを明
らかにした。 Frb の内包化合物の分析から、 Frb は FMN を内包する
ことを明らかにした。脱硫酸化酵素と共役する他のフラビンレダク
ターゼ、すなわち Rhodococcus erythropolis  D-1 由来の DszD 1 4 )、
Paenibacil lus  sp.  A11-2 由来の TdsD 1 5 )、Mycobacterium phle i  WU-F1
由来の Frm（第 4 章）等では FMN の内包はなく、Frb 特有の性質で
ある。  
Frb の反応最適温度、最適 pH はそれぞれ 50°C、 pH 6.0 であった
（ Fig. 3.7(A)、Fig. 3.7(B)）。Frb は、60°C で 30 min 静置した後でも、
最大活性の 20%以上の活性を保持し（ Fig. 3.7(A)）、また pH 2.0～ 12.0
で 24 h 静置した後においても最大活性の 80%以上の活性を保持した










された（ Table 3.3）。  
Frb は種々の electron accepter に対して化成を示し、 FMN を用い
た 50°C における還元反応の場合にはフラビンレダクターゼ活性は、
electron donor に NADH を用いた場合の活性として 42.1 U/mg であっ
た。また、他の既報のフラビンレダクターゼと異なり、electron donor 
として NADPH を使用することも可能なことを明らかにした。この
際の FMN 還元活性は 85.5 U/mg であった。さらに特筆すべき特徴と
して、 Frb は nitrofurazone などのニトロ化合物に対しても還元活性
（ニトロレダクターゼ活性）を示すフラビンレダクターゼであるこ
とを明らかにした。フラビンレダクターゼ活性のみならずニトロレ
ダクターゼ活性も示すという特徴は、Paenibacil lus  sp.  A11-2 由来の





らず、Fe(III)-citrate や Fe(III)-EDTA に対して還元活性（フェリック
レダクターゼ活性）を示した。  
Frb の最大の特徴は、温度および pH に対する安定性、幅広い基質










3.5. 結言  
 
本章では、好熱性 DBT 脱硫細菌 B. subti l is  WU-S2B 由来の脱硫酸
化酵素 BdsA および BdsC と共役系を構築するフラビンレダクターゼ
Frb について、Frb をコードする遺伝子 frb の高発現組換え大腸菌 E. 
coli  BL21(DE3)pETfrb を作製し、当該組換え大腸菌より精製した酵






























Table 3.1.   Expression of the flavin reductase gene frb  in E. coli  
BL21(DE3) 
 Specific activity (Unit/mg) 
 
Strain 
NADH (Relative1 )) NADPH (Relative1 ))
 E. coli  BL21(DE3) pETfrb  9.85 (25.3 ) 12.70 (66.8 )
 E. coli  BL21(DE3) pET  0.57 (  1.46) 0.76  (  4.00)
 Bacillus subti l is  WU-S2B  0.39 (  1.00) 0.19 (  1.00)
 
1 )  Values relative to those of B. subti l is  WU-S2B are shown.   
Flavin reductase activity was determined at  50°C with NAD(P)H as an 
electron donor and FMN as an electron acceptor.  One unit  of activity  
is  defined as the amount of enzyme necessary to oxidize 1 µmol of 





Table 3.2.   Purification of f lavin reductase Frb from recombinant  





























3.69 136.9 37.1  3.19  9.88 
 
Flavin reductase activity was determined according to the method 






 Table 3.3.   Effects of various compounds on the activit ies of Frb 
 Compound Relative activity (%) 
 None   100.00  
 MgCl2     92.60  
 MnCl2     97.00  
 CaCl2     84.50  
 ZnCl2     96.80  
 FeCl2     90.00  
 NiCl2     86.60  
 CuCl2     11.20  
 AgNO3      1.05  
 HgCl2      0.77  
 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  99.80  
 2,2'-Bipyridyl    81.80  
 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)    28.80  
 N-Ethylmaleimide     16.30  
 p-Chloromercuribenzoic acid     15.60  
 
Flavin reductase activity was determined according to the method 
described in 2.4.3 .   All  compounds were added to the reaction 
mixture at  a 1.0 mM concentration,  except for 











 Table 3.4.  Substrate specificity of Frb 
 Substrate   Relative activity (%) 
 Electron acceptor     
   FMN     100.00  
   FAD      58.10  
   Riboflavin      29.00  
   Lumiflavin      14.10  
   Nitrofurazone      13.50  
   Methyl-4-nitrobenzoate      10.70  
   Nitrofurantoin      10.10  
   4-Nitroacetophenone      17.90  
   4-Nitrobenzoate      21.20  
   4-Nitrotoluene       8.83  
   4-Nitroanil ine       4.91  
   4-Nitrophenol       8.07  
   3-Nitrophenol       8.95  
   1,3-Dinitrobenzene      10.60  
   Menadione      19.00  
   1,4-Benzoquinone      18.60  
   Methylene blue      29.00  
   Ferricyanide      15.40  
 2,6-Dichlorophenolindophenol      23.00  
   Cytochrome c         8.48  
 Electron donor  
   NADH     100.00  
   NADPH      203.00  
 
Flavin reductase and nitroreductase activit ies were determined 
according to the method described in 2.4.3 .   The reaction mixture 
contained each 0.3 mM electron donor and 0.02 mM electron 
acceptor.   Data are shown as the average one obtained through three 
independent experiments.   The maximum error range was 5% in all  
experiments.   The specific activity for FMN reduction with NADH 




















Fig .  3 .1.   The DBT degradation pathway with the select ive cleavage 
of  carbon-sulfur  bonds in B. subti l is  WU-S2B.  Abbreviat ions:  BdsA, 
DBT sulfone monooxygenase;  BdsB, HBPSi desulf inase;  BdsC, DBT /  




















































































Fig.  3.2.   SDS-PAGE of whole-cel l  protein and cel l-free extract  from 
recombinant  E. coli  cel ls .   Lane M, marker proteins;  lane 1,  
whole-cel l  protein of  E. coli  BL21(DE3) pETfrb;  lane 2,  cel l-free 
extract  from E. coli  BL21(DE3) pETfrb;  lane 3,  whole-cel l  protein of  
E. coli  BL21(DE3) pET; lane 4,  cel l-free extract  from E. coli  

































Fig.  3.3.  SDS-PAGE of Frb purif ied from a cel l-free extract  of  
recombinant  E. coli  BL21(DE3) pETfrb  cells .   Lane 1,  marker 
proteins;  lane 2,  cel l-free extracts;  lane 3,  sample after  Toyopearl  
DEAE-650M; lane 4,  purified Frb obtained after  HiLoad 16/60 








































Fig.  3.4.  Molecular mass estimation of Frb on HiLoad 16/60 Superdex 
200.  Molecular mass (Mr) was calibrated based on those of aldolase 
(Ald,  158000),  ovalbumin (Ova, 43000),  r ibonuclease A (R 13700),  and 
aprotinin (Apr,  6500).  Molecular mass of Frb shown as an open circle 

















































Fig.  3.5.  Thin-layer chromatography patterns of Frb-bound flavin and 
authentic f lavin compounds.  Lane 1,  released flavin from Frb; lane 2,  
authentic FMN; lane 3,  authentic FAD; lane 4,  authentic r iboflavin.  
Frb-bound flavin was released by heating a purified Frb solution at    





























Fig.  3.6.  Absorption spectra of purified Frb and authentic FMN. Traces 1 
and 2 are the absorption spectra of Frb in 50 mM Tris-HCl buffer   
(pH 8.0) with 0.15 M NaCl,  and 0.1 mM authentic FMN in the same 
buffer,  respectively.  Trace 3 is  the absorption spectrum of Frb after  

















































Fig.  3.7.   Effects of temperature (A) and pH (B) on the activity and 
stabil i ty of Frb.  Flavin reductase activity was determined according to 
the method described in 2.4.3 .   For measurement of the stabil i ty, Frb 
was preincubated at  various temperatures for 30 min or at  various pHs 
for 24 h,  and the remaining activit ies were measured. Open and closed 
symbols indicate activity and stabil i ty,  respectively.  Symbols in (B):  
circle,  50 mM citrate-phosphate buffer;  tr iangle,  50 mM 
K2HPO4-KH2PO4  buffer;  square,  50 mM Tris-HCl buffer;  diamond, 50 
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第 4 章  
 
好熱性脱硫細菌 Mycobacterium phlei WU-F1 由来 
フラビンレダクターゼの諸性質  
 






て DBT を脱硫する 2 ,  3 )。この分解経路の特徴については 3.1 に記述
したため、本章では詳細を省略する。ここで、重要な 1 つの酵素と
し て フ ラ ビ ン レ ダ ク タ ー ゼ  (f lavin reductase,  NAD(P)H:FMN 
oxidorductase,  EC 1.6.8.1)があり、 two-component system のオキシゲ
ナーゼには共役酵素としてのフラビンレダクターゼが必要とされる。 
本章においては、 B. subti l is  WU-S2B とは異属の好熱性 DBT 脱硫
細菌 Mycobacterium  phlei  WU-F1 由来のフラビンレダクターゼ Frm
を精製し、諸性質について Frb（第 3 章）と比較しながら検討した。  
 
4.2. 実験方法  
 
4.2.1.  使用試薬  
ジベンゾチオフェン（DBT）は東京化成（Tokyo, Japan）より購入
した。NADH および NADPH はオリエンタル酵母（Tokyo, Japan）よ






4.2.2.  使用菌株  
当研究室において構築したフラビンレダクターゼ遺伝子 frm を高
発現する遺伝子組換え大腸菌 E. coli  BL21(DE3) pETfrm を使用した。
当菌株の培養には LB 培地（ 2.3.1 参照）を用いた。  
 
4.2.3.  無細胞抽出液の調製方法  
E. coli  BL21(DE3) pETfrm よりフラビンレダクターゼ Frm を精製
するために、同菌株の無細胞抽出液を調製した。 500 ml 容のエルレ
ンマイヤーフラスコに、抗生物質 ampicil l in を 100 µg/ml になるよう
に添加した LB 培地を 100 ml 分注し、E. coli  BL21(DE3) pETfrm の
ストック溶液を植菌した。25°C で 12 h 培養した後、0.2 mM isopropyl 
-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) を培養液に添加し、さらに 12 h 培
養した。培養した菌体は 15 min の遠心分離操作（ 6,000×g、4°C）に
よって回収し、 50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）を用いて 2
回洗した。回収した菌体は 1 mM の dithiothreitol と 10% (v/v)の
glycerol を添加した 50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）を用い
て再度懸濁した。菌体懸濁液を超音波破砕機（ 20 kHz）に供じて破
砕し、30 min の遠心分離操作（ 16,000×g、4°C）によって得られた上
澄液を無細胞抽出液として用いた。  
 
4.2.4.  組換え酵素の精製方法  
組換え酵素 Frm は ÄKTA explorer (GE Healthcare Bio-Sciences,  
Piscataway, NJ, USA)を用いた。以下の段階に従って、無細胞抽出液
より精製した。  
(1) First  step;  陰イオン交換クロマトグラフィー  
50 mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）を用いて平衡化した陰イオン交
換クロマトカラム（HiLoad 26/10 Q-Sepharose HP column (2.6×10 cm) 
(GE Healthcare)）に無細胞抽出液を供じ、平衡化に用いた 50 mM 
Tris–HCl 緩衝液でカラムを洗浄し、非吸着タンパク質を洗い出した。
洗浄したカラムに、KCl 濃度を添加した 50 mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 




て 1 つにまとめた。  
(2) Second step; ゲルろ過クロマトグラフィー  
前述のようにまとめた活性フラクションを、メンブレンフィルタ
ーYM-30 (Mill ipore,  Billerica,  MA, USA)を使用して限外濾過するこ
とで濃縮した。0.15 M NaCl を添加した  50 mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 
8.0）を用いてゲル濾過クロマトカラム（HiLoad 16/60 Superdex 75 pg 
column (1.6×60 cm) (GE Healthcare Bio-Sciences)）を平衡化し、前述
のように濃縮したタンパク質溶液を供じた。 0.15 M NaCl を添加し
た  50 mM Tris–HCl 緩衝液（ pH 8.0）を用いて流速 30 ml/h にて溶出
させて、活性フラクションを 1 つにまとめた。  
(3) Third step; アフィニティークロマトグラフィー  
前 述 に よ う に ま と め た 活 性 フ ラ ク シ ョ ン を 、 1.5 M K2HPO4- 
KH2PO4 緩衝液（ pH 7.6）を用いて透析した。 1.5 M K2HPO4-KH2PO4
緩衝液（ pH 7.6）を用いて FMN アフィニティークロマトカラム
（ FMN-agarose column (1.6×5 cm) (Sigma, MO, USA)）を平衡化し、
透析後のタンパク質溶液を供じた。タンパク質を吸着させた後、非
吸着成分を 1.5 M K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.6）を用いて溶出さ
せた。洗浄後のカラムに K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.6）を、
K2HPO4-KH2PO4 濃度が 1.5 M から 0.6 M の直線勾配になるよう流速
60 ml/h にて供じ、カラムに吸着したタンパク質を溶出させた。活性
フラクションを 1 つにまとめて精製酵素とした。  
 
4.2.5.  フラビンレダクターゼ活性測定方法  
組換え酵素 Frm のフラビンレダクターゼ活性は、3.2.4 に準じて行
った。  
 
4.2.6.  ニトロレダクターゼ測定方法  
ニトロレダクターゼ活性は、 3.2.5 に準じて行った。  
 
4.2.7.  フェリックレダクターゼ測定方法  
フェリックレダクターゼ活性の測定は、 3.2.6 に準じて行った。  
65 
4.2.8.  タンパク質濃度測定方法  
タンパク質濃度は protein assay kit  (Bio-Rad, CA, USA)を製品プロ
トコールに従って使用して測定した。標準タンパク質としてウシ血
清アルブミンを使用した（ 2.6 参照）。  
 
4.2.9.  タンパク質の分子量測定方法  
タンパク質の分子量測定は、 3.2.8 に準じて行った。  
 
4.3. 結果  
 
4.3.1.  組換え酵素 Frm の精製および分子量の測定  
Frm をコードする遺伝子 frm はすでに塩基配列を決定し、Gen Bank 
Accession No. AB125068 として登録済である。  
組換え大腸菌 E. coli  BL21(DE3) pETfrm から調製した無細胞抽出
液より、陰イオン交換クロマトカラム HiLoad 26/10 Q-Sepharose HP 
column、ゲル濾過クロマトカラム HiLoad 16/60 Superdex 200 pg 
column、およびアフィニティークロマトカラム FMN-agarose column
を用いた 3 段階のクロマトグラフィー操作によって、 SDS-PAGE 分
析において単一のバンドになるまで精製した（ 6.7 倍、収率 18%）。 
ゲル濾過クロマトカラム（HiLoad 16/60 Superdex 75 pg column）
を用いたゲル濾過クロマトグラフィーによる精製過程において、同
様に分析した標準タンパク質の溶出と比較することで native 酵素の
分 子 量 を 算 出 し 、 34 kDa で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、
SDS-PAGE 分析（ Fig.  4.1）よりサブユニット分子量を算出し、17 kDa
であることを明らかにした。この分子量は、 frm の塩基配列から見
積もって得られる分子量と一致している。以上より、 Frm は単量体
の分子量が 17 kDa のホモダイマー酵素であることを明らかにした。 
一方、精製酵素 Frm は第 3 章でも述べたように、脱硫酸化酵素と
共役する他のフラビンレダクターゼ、 Rhodococcus erythropolis  D-1
由来の DszD 4 )、Paenibacil lus  sp.  A11-2 由来の TdsD 5 )と同様に、溶






4.3.2.  Frm のフラビンレダクターゼ活性に対する温度および pH の
影響  
Frm のフラビンレダクターゼ活性に対する温度および pH の影響
として、最適反応温度および最適反応 pH の検討を行った。最適温
度に関しては、反応時の温度を 20°C から 70°C まで変化させ、その
他の反応条件は 2.4.3.に従って活性を測定した。最適 pH に関しては、
反応時の pH を 5.0 から 10.0 まで変化させ、その他の反応条件は 2.4.3.
と同様に活性を測定した。 Frm は反応温度が 50°C および pH 7.0 の
ときに最大の活性を示した（Table 4.1）。以上より、Frm の反応最適
温度を 50°C、反応最適 pH を 7.0 と決定した。  
つぎに、温度に対する安定性を検討した。反応に用いる精製酵素
Frm を 20°C から 70°C までの各温度で 30 min 静置した後、 2.4.3.の
反応条件に従い、反応温度は最適温度（ 50°C）において活性を測定
した。 Frm は 60°C で 30 min 静置後、最大フラビンレダクターゼ活
性の 80%の活性を保持する酵素であることを明らかにした。同様に
pH に対する安定性を検討した。反応に用いる Frm を pH 3.0 から pH 
12.0 までの各 pH 条件下で 24 h 静置した後、2.4.3.の反応条件に従い、
反応は最適温度（ 50°C）、最適 pH（ pH 7.0）において活性を測定し
た。 Frm は変化させた全 pH 領域（ pH 3.0～ pH 12.0）で 24 h 静置後
にも、最大フラビンレダクターゼ活性の 80%以上の活性を保持する
酵素であることを明らかにした（Table 4.1）。  
 




最適温度（ 50°C）および最適 pH（ pH 7.0）で、その他の反応条件は














4.3.4.  Frm の基質特異性（ electron acceptors）  




Table 4.3 に示すように、 Frm は高いフラビンレダクターゼ活性を示
し、とくに FMN を electron acceptor に用いた際の Frm の触媒回転効
率（ k c a t）は 564 s– 1（ 50°C）に達した。反応温度で比較した場合、
FMN に対する親和性は 25°C と 50°C とではほとんど同じであるのに






Frm は フ ェ リ ッ ク レ ダ ク タ ー ゼ 活 性 も 示 し 、 Fe(III)-citrate 、
Fe(III)-EDTA を用いた際の媒回転効率は、それぞれ 149 s– 1、 8.7 s– 1
（ 50°C）であった。 Fe(III)-citrate および Fe(III)-EDTA の還元には




4.4. 考察  
 
Frm は 30°C から 60°C の広範な温度領域において高い活性を示す
フラビンレダクターゼである。とくに、electron donor として NADH
を用いた際の FMN の還元反応における触媒回転効率は 564 s– 1
（ 50°C）に達し、これまでに報告されているフラビンレダクターゼ
の中でも最大の活性を示す酵素の一つであることが明らかになった
（Table 4.3）。一例として、Streptomyces coelicolor 由来の ActVB 6 )  と
Bacillus thermoglucosidasius  由来の PheA2 7 )最大触媒回転効率がそ
れぞれ 13 s– 1 と 279 s– 1 であることから、 Frm の触媒回転効率が極め
て高いことがわかる。  
Frm のフラビンレダクターゼ活性における最適反応温度および最
適 pH は、それぞれ 50°C および pH 7.0 であった（ Table 4.1）。 60°C
で 30 min 静置した後、最大フラビンレダクターゼ活性の 80%の活性




ー ゼ と し て 、 大 城 ら は 非 脱 硫 細 菌 で あ る 好 熱 性 細 菌 Bacillus sp.  
DSM411 由来のフラビンレダクターゼ Bfl が反応温度 70°C において





ることが明らかになっている 9 )  。FeR については既に 3 次元構造が







ている。FeR における His126 残基は保存残基であると同時に NADP+
との相互作用を示す残基であり、Cys45 残基（ Frm においては Cys54
残基に相当する）は、FMN との相互作用を示す残基である 1 0 )  。Frm





本章において検討した M. phlei  WU-F1 由来フラビンレダクターゼ
Frm と、第 3 章において検討した B. subti l is  WU-S2B 由来のフラビ
ンレダクターゼ Frb の諸性質を比較した（Table 4.4）。両酵素とも、




最適反応 pH は、 Frb では pH 6.0、 Frm では pH 7.0 と、若干の差を
示した。大きく異なる点は酵素内包化合物である。 Frm 溶液は無色
であり、酵素溶液における 300 nm～ 600 nm の吸光スペクトルを測
定したところ、特殊吸収波長は得られなかった。すなわち、 Frm は
フラビン化合物などを内包しない酵素である。一方、第 3 章で示し
たように、 Frb 溶液は黄色を呈しており、 Frb は FMN を内包する酵
素である。フラビン化合物を内包するかどうかは、各フラビンレダ
クターゼの基質特異性にも影響を与えるようである。Frb は electorn 
donor として NADH および NADPH の両化合物を利用可能な上、
NADPH を利用した際の活性は NADH を利用した際の活性の約 2 倍
の活性を示す。 Frm に関しては NADPH に対する基質特異性は極め
て低く、ほとんど活性を示さない。非脱硫細菌である好熱性細菌
Bacillus sp.  DSM411 由来のフラビンレダクターゼ Bfl では、 electorn 
donor として NADH を利用した際の活性が NADPH を利用した際の
活性の約 17 倍の活性を示す 8 )  。すなわち、フラビン化合物を内包
するフラビンレダクターゼは NADH、NADPH の両化合物に特異性
を 示 す が 、 フ ラ ビ ン 化 合 物 を 内 包 す る フ ラ ビ ン レ ダ ク タ ー ゼ は
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Frm は Mycobacterium 属細菌由来のフラビンレダクターゼとして
諸性質を検討した初めてのもので、FMN に対する高い還元活性を明





4.5. 結言  
 
本章においては、B. subil is  WU-S2B とは異属の好熱性 DBT 脱硫細
菌 M. phlei  WU-F1 由来のフラビンレダクターゼ Frm を精製し、諸性
質について Frb（第 3 章）と比較しながら検討した。Frb と Frm はい




















Table 4.1.   Effects of temperature and pH on the activity 
and stabil i ty of Frm 
 
    Optimum Stabil i ty (>80% activity)  
 Temperature  50°C ～  60°C  





 Table 4.2.   Effects of various compounds on the activit ies of Frm 
 Compound   Relative activity (%) 
 None      100.0  
 MgCl2       91.3  
 MnCl2       90.4  
 CaCl2       93.5  
 CoCl2       90.4  
 CuCl2         0.00  
 AgNO3         0.00  
 Ethylenediaminetetraacetic acid     97.8  
 2,2'-Bipyridyl      80.4  
 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)      31.7  
 N-Ethylmaleimide        60.6  
 
Flavin reductase activity was determined as described in 4.2.4 .     
All compounds were added to the reaction mixture at  a 1.0 mM 
concentration,  except 5,5 '-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (0.1 












k c a t   
(s - 1)  
Km  
(mM)  
k c a t  /  Km  
(s - 1  mM- 1)  
 FMN 50 564  6.60 85.0  
 FAD 50 99  41.00 2.4  
 Ribofalvin 50 65  32.00 2.0  
 FMN 25 192  6.00 32.0  
 FAD 25 68  28.00 2.4  
 Ribofalvin 25 65  14.00 4.6  
 
Flavin reductase activity was measured at  50°C with NADH as an 
electron donor and FMN as an electron acceptor.  One unit  of 
activity is  defined as the amount of enzyme necessary to oxidize   
1 µmol of NADH per min.  
 
 
 Table 4.4.   Comparison of Frb and Frm 
   Frb Frm 
 40 kDa 34 kDa 
 
Molecular mass 
(20 kDa, dimer) (17 kDa, dimer)  
 Optimal temperature 50°C 50°C 
 Ferric reductase activity + + 
 Nitroreductase activity + － 
 Optimal pH 6.0 7.0 
 
NADPH  as an electron 
donor 
Usable Lit t le 
 Yellow 
 
Color of enzyme solution
(Containing FMN)
Unpigmented 
 Reference Chap. 3 This chapter 
 
The abbreviations "+" and "－" mean "detected" and "not 
























Fig.  4.1.   SDS-PAGE of the flavin reductase Frm from the 
recombinamt E. col i  BL21(DE3) pETfrm.  Lane 1,  marker proteins;   
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5.1. 緒言  
 
オキシゲナーゼ（ oxygenases）は、酸素分子から酸素原子を 2 つ








化 酵 素 と し て 、 上 記 の 酸 化 － 還 元 を 単 体 の タ ン パ ク 質 （ single 
component）で行うことのできるフラボプロテインが報告されている
1 ,  2 )  。しかし、それとは異なり、酸化と還元をそれぞれ別々のタン
パク質が電子伝達系を介して酸化反応を触媒するマルチコンポーネ
ント（ multicomponent）型の酸化酵素も多く報告されている 1 ,  2 )。
multicomponent 型の酸化酵素として、フェノールやベンゼン、トル
エンのような化合物の酸化分解に関わるタンパク質において、最大
で 6 つのコンポーネントを必要とするものも報告されている 1 - 3 )。  
芳 香 族 化 合 物 を 酸 化 す る 酵 素 と し て two-component 
monooxygenase が数多く報告されているが、大別して 2 つのカテゴ
リー、すなわち、 heme 酵素あるいは non-heme 酵素に分類されてい
る 1 - 3 )。heme monooxynenases グループでは、フラボプロテインが電
子伝達コンポーネントとして、 cytochrome c あるいは cytochrome 
P450 が oxygenase コンポーネントとして機能する 1 ,  2 )。 non-heme 
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two-component monooxygenase は、プテリジン（ pteridines）あるいは
フラビンを共役因子として利用する 2 )。 non-heme two-component  
monooxygenase に お い て 、 フ ラ ビ ン 依 存 型 の two-component  
monooxygenase はさらに細分化され、電子伝達系コンポーネントの
違いにより、2 つのグループに大別できる。1 つは電子伝達系コンポ
ー ネ ン ト に ferredoxin-NAD(P) が 関 与 す る も の で 、 toluene-xylene 
monooxygenase である XylMA や、 p-toluenesulfonate monooxygenase
である TsaMB 4 )  などが含まれる。もう 1 つのグループは、 two 





本章においては、 two-component f lavin-diffusible monooxygenase
と共役させた場合のフラビンレダクターゼの効果を検討することを
目的とした。すなわち、DBT 脱硫酵素をコードする遺伝子 bdsABC
とフラビンレダクターゼをコードする遺伝子 frb あるいは frm を共
発現するシステムを構築し、脱硫酸化酵素 BdsC および BdsA と両フ
ラビンレダクターゼ Frb および Frm の共役による DBT の分解試験を
行った。  
 
5.2. 実験方法  
 




5.2.2.  使用菌株  
DBT 脱硫酵素をコードする遺伝子 bdsABC とフラビンレダクター
ゼをコードする遺伝子 frb あるいは frm を共発現するシステムを利
用した DBT の分解実験においては、以下の組換え大腸菌を用いた。
ま ず 、 bdsABC と frb の 共 役 発 現 系 に は 、 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド
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pKK233-3（ Multicloning site vector;  Apr ,  tac  promoter（ Amersham 
Bioscience,  NJ,  USA））に bdsABC を連結し、さらに bdsABC の下流
に frb を連結した発現用ラスミド pKBDSfrb を、宿主大腸菌 E. coli  
JM109（ recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rk -mk +) e14-(mcrA-) supE44 
relA1 ∆(lac-proAB)/F’ [ traD36 proAB+ lacIq  lacZ∆M15]（Takara Bio,  
Tokyo, Japan））に導入した bdsABC と frb の共発現組換え大腸菌 E. 
coli  JM109 pKBDSfrb を用いた。次に、 bdsABC と frm の共役発現系
には、ベクタープラスミド pKK233-3 に bdsABC を連結した bdsABC
発 現 プ ラ ス ミ ド pKBDS と 、 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド pSTV28
（ Multicloning si te vector;  Cmr,  lac  promoter（ Takara Bio,  Tokyo, 
Japan））に frm を連結した発現プラスミド pSTVfrm を、宿主大腸菌
E. coli  DH5α（ F- ø80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 
hsdR17(rk -mk +)  phoA supE44 λ -  thi-1 gyrA96 relA1（Takara Bio,  Tokyo, 
Japan））に導入した bdsABC と frm の共発現組換え大腸菌 E. coli  
DH5α  pKBDS/pSTVfrm を用いた。また、対照実験用に bdsABC のみ
を発現する組換え大腸菌 E. coli  JM109 pKBDSfrb および E. coli  
DH5α  pKBDS を用いた。これらの組換え大腸菌の培養には LB 培地
（ 2.3.1）を用いた。  
4-ヒドロキシフェニルアセテート -3-モノオキシゲナーゼ（HpaB）
と、 Frb の共役反応には、HpaB をコードする遺伝子 hpaB の高発現
組換え大腸菌 E. coli  BL21(DE3) pEThpaB および、 frb の高発現組換
え大腸菌 E. coli  BL21(DE3) pETfrb を用いた。これらの組換え大腸菌
の培養には LB 培地（ 2.3.1）を用いた。  
 
5.2.3.  休止菌体反応  
DBT 脱硫酵素をコードする遺伝子 bdsABC とフラビンレダクター
ゼをコードする遺伝子 frb あるいは frm を共発現するシステムを利
用した DBT の分解実験は、休止菌体反応によって行った。  
bdsABC と frb の共役発現系を利用した DBT の分解試験は以下の
ように行った。組換え大腸菌 E. coli  JM109 pKBDSfrb あるいは組換
え大腸菌 E. coli  JM109 pKBDS を、LB 培地を 100 ml 分注した 500 ml
容のエルレンマイヤーフラスコに植菌し、抗生物質 ampicil l in を 
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100 µg/ml になるように添加した。 25°C で 12 h 培養した後、 0.2 mM 
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) を培養液に添加し、さら
に 12 h 培養した。培養した菌体は 10 min の遠心分離操作（ 6,000×g、
4°C）によって回収し、 50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）に
て 2 回の洗菌操作を行った。洗菌後、50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液
（ pH 7.0）を用いて濁度（ optical  density at  660 nm (O.D.6 6 0)）が O.D.6 6 0  
= 20 になるように再度懸濁することで、休止菌体反応に用いる菌体
懸濁液を調製した。スクリューキャップ試験管（ 10 ml 容）に、
n-tr idecane に溶解し 10 g/l に調製した DBT のストック溶液を 11 µ l
分注し、菌体懸濁液を 0.6 ml 添加し反応溶液とした（DBT の終濃度
は 0.5 mM とした）。反応は 50 rpm の反転振とうで、30 min 行った。
DBT と、分解によって得られる 2-hydroxybiphenyl（ 2-HBP）は高速
液体クロマトグラフィー（High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC）にて分析した（ 2.12.2）。  
bdsABC と frm の共役発現系を利用した DBT の分解試験は以下の
ように行った。組換え大腸菌 E. coli  DH5α  pKBDS/pSTVfrm あるいは
組換え大腸菌 E. coli  DH5α  pKBDS を、LB 培地を 100 ml 分注した 500 
ml 容のエルレンマイヤーフラスコに植菌し、抗生物質 ampicil l in を
100 µg/ml になるように添加した。 25°C で 12 h 培養した後、 0.2 mM 
isopropyl-β-D-thiogalacto-pyranoside (IPTG) を培養液に添加し、さら
に 12 h 培養した。培養した菌体は 10 min の遠心分離操作（ 6,000×g、
4°C）によって回収し、 50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）に
て 2 回の洗菌操作を行った。洗菌後、50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液
（ pH 7.0）を用いて濁度（ optical  density at  660 nm (O.D.6 6 0)）が O.D.6 6 0  
= 20 になるように再度懸濁することで、休止菌体反応に用いる菌体
懸濁液を調製した。スクリューキャップ試験管（ 10 ml 容）に、
n-tr idecane に溶解し 10 g/l に調製した DBT のストック溶液を 11 µ l
分注し、菌体懸濁液を 0.6 ml 添加し反応溶液とした（DBT の終濃
度は 0.5 mM とした）。反応は 50 rpm の反転振とうで、 30 min 行っ
た。DBT と、分解によって得られる 2-HBP は HPLC にて分析した
（ 2.12.2）。  
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5.2.4.  E. coli  NBRC 3366 由来の酸化酵素 4-ヒドロキシフェニルアセ
テート -3-モノオキシゲナーゼ（HpaB）をコードする遺伝子 hpaB の
クローニング  




（下線部は NdeI 制限サイト、ATG は開始コドン）  
アンチセンスプライマー：  
5’-ACACTCGAGTTATTTCAGCAGCTTA 
（下線部は XhoI 制限サイト、TTA は終止コドン）  
作製したプライマーを用いて PCR（ 2.10）によって hpaB を増幅し
た。増幅産物は制限酵素 NdeI および XhoI にて制限消化し、同様の
制限酵素を NdeI および XhoI を用いて制限消化したプラスミドベク
ター pET21-a に連結した。得られた組換えプラスミド pEThpaB は、
hpaB の塩基配列を確認した後、E. coli  21(DE3)に導入し、hpaB 高発
現組換え大腸菌 E. coli  21(DE3)pEThpaB を作製した。  
 
5.2.5.  無細胞抽出液を用いた反応  
HpaB と Frb の共役反応試験には、それぞれの高発現組換え大腸菌
E. coli  21(DE3)pEThpaB および E. coli  21(DE3)pETfrb より調製した
無細胞抽出液を用いた反応によって行った。各菌株に関して、 LB
培地を 100 ml 分注した 500 ml 容のエルレンマイヤーフラスコに植
菌し、抗生物質 ampicil l in を 100 µg/ml になるように添加した。25°C
で 12 h 培養した後、 0.2 mM IPTG を培養液に添加し、さらに 12 h
培養した。培養した菌体は 10 min の遠心分離操作（ 6,000×g、 4°C）
によって回収し、 50 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）にて 2 回
の洗菌操作を行った。洗菌後、 1 mM dithiothreitol と 10% (v/v)のグ
リセロールを添加した緩衝液で菌体を再度懸濁した。菌体懸濁液を




ルを終濃度 1 mM、 electron donor としての NADH 終濃度 1 mM、
electron acceptor としての FAD を終濃度 0.1 mM となるようそれぞれ
分注し、各組換え大腸菌から調製した無細胞抽出液を 1 mg/ml にな
るよう添加することで反応を開始した（反応液体積は 500 µ l とした）。
対照実験として、酸化酵素あるいはフラビンレダクターゼの存在し
な い 反 応 条 件 と し て 、 E. coli  21(DE3)pEThpaB あ る い は  E.  coli  
21(DE3)pETfrb よ り 調 製 し た 無 細 胞 抽 出 液 の 代 替 と し て 50 mM 
K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）を添加した反応を行った。反応は
30°C、 120 min 行った。フェノールと、変換反応によって得られる
カテコールは HPLC にて分析した（ 2.12.2）。  
 
5.3. 結果  
 
5.3.1.  bdsABC と frb を共発現させた組換え大腸菌を利用した DBT
の分解実試験  
bdsABC と frb を 共 発 現 さ せ た 組 換 え 大 腸 菌 E. coli  JM109 
pKBDSfrb を利用して、脱硫酸化酵素群とフラビンレダクターゼの
共役反応系による DBT の分解を行った。 Fig. 5.1 に示すよう、
BdsABC と Frb が共役する反応系では、 25°C から 55°C の幅広い温
度領域で DBT が分解された。また、同時に分解の産物として得られ
る 2-HBP も HPLC 分析によって観察された（ data not shown）。この
共役系では 45°C で最大の DBT 分解活性を示すことが明らかになっ
た。BdsABC と Frb が共役する反応系における DBT 分解活性は、
BdsABC のみが存在し Frb が共発現していない反応系における DBT
分解活性を比較すると、40°C において約 27 倍の DBT 分解活性を示
した。以上より、bdsABC と frb を共発現は、幅広い温度領域におけ







5.3.2.  bdsABC と frm を共発現させた組換え大腸菌を利用した DBT
の分解試験  
bdsABC と frm を 共 発 現 さ せ た 組 換 え 大 腸 菌 E. coli  DH5α  
pKBDS/pSTVfrm を利用して、脱硫酸化酵素群とフラビンレダクター
ゼの共役反応系による DBT の分解を行った。 Fig.  5.2 に示すよう、
BdsABC と Frm が共役する反応系では、 25°C から 55°C の幅広い温
度領域で DBT が分解された。また、同時に分解の産物として得られ
る 2-HBP も HPLC 分析によって観察された（ data not shown）。この
共役系では 50°C で最大の DBT 分解活性を示すことが明らかになっ
た。BdsABC と Frm が共役する反応系における DBT 分解活性は、
BdsABC のみが存在し Frm が共発現していない反応系における DBT
分解活性を比較すると、 50°C において約 7 倍の DBT 分解活性を示
した。以上より、bdsABC と frm の共発現は、幅広い温度領域におけ
る DBT 分解に有効であることが明らかになった。  
 
5.3.3.  4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ テ ー ト -3-モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ
HpaB とフラビンレダクターゼ Frb の共役系を利用したフェノール
からカテコールへの変換反応  
HpaB をコードする遺伝子 hpaB の高発現組換え大腸菌 E. coli  
BL21(DE3) pEThpaB お よ び 、 frb の 高 発 現 組 換 え 大 腸 菌 E. coli  
BL21(DE3) pETfrb より調製した無細胞抽出液を用いて、HpaB－ Frb
の共役系を利用したフェノールからカテコールへの変換反応を行っ
た。 Fig. 5.3 に示すように、対照試験（ HpaB を用いず、 50 mM 
K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.0）を添加した反応）では、 120 min
の反応後においてもカテコールは生成されなかった。一方、 HpaB
を用いた反応では、120 min の反応によって、1 mM のフェノールか
ら約 0.04 mM のカテコールへ変換された。さらに、 Frb のフラビン
レダクターゼ活性の効果を検討するため、HpaB－ Frb の共役系を用
いた反応と HpaB のみが存在する系による反応を利用して、フェノ
ールからカテコールへの変換試験を行った。 Fig. 5.4 に示すように、
フラビンレダクターゼ非存在下での反応では、 1 mM のフェノール
から約 0.04 mM のカテコールへ変換されたのみであった。しかし、
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フラビンレダクターゼ存在下での反応では、 1 mM のフェノールか
ら約 0.25 mM のカテコールへ変換された。  
 
5.4. 考察  
 
本章では、two-component f lavin-diffusible monooxygenase における
フラビンレダクターゼの効果を検討するため、脱硫酸化酵素 BdsC
および BdsA と両フラビンレダクターゼ Frb および Frm の共役によ
る脱硫活性の向上を検討するため、DBT 脱硫酵素をコードする遺伝
子 bdsABC とフラビンレダクターゼをコードする遺伝子 frb あるいは
frm を共発現するシステムを構築し、DBT の分解試験を行った。  
脱硫酸化酵素 BdsC および BdsA と、それら酸化酵素に還元型フラ
ビンを供給するフラビンレダクターゼ Frb の共役系を利用した反応
により、最大で約 27 倍の DBT 分解活性となった。すなわち、
two-component f lavin-diffusible monooxygenase である脱硫酸化酵素
BdsA および BdsC の DBT 分解活性には還元型フラビンを供給する
フラビンレダクターゼが必要なことを示唆する。また、 Frb を共役




同様に、脱硫酸化酵素 BdsC および BdsA と、それら酸化酵素に還
元型フラビンを供給するフラビンレダクターゼ Frm の共役系を利用
した反応により、最大で約 27 倍の分解活性となった。two-component 
f lavin-diffusible monooxygenase である脱硫酸化酵素 BdsA および
BdsC の DBT 分解活性には還元型フラビンを供給するフラビンレダ
クターゼが必要であり、 Frm は Frb と同様にその役割を果たすこと
が再確認された。また、Frm を共役させた反応系では DBT 分解活性
が大幅に上昇したことから、 Frm はその要件を満たす酵素であるこ
とが示された。以上より、この酵素共役反応系利用することで幅広




が期待できる。そこで、E. coli  NBRC 3366 由来の 4-ヒドロキシフェ




ら、two-component f lavin-diffusible monooxygenase には還元型フラビ
ンを供給する因子が必要であり、 Frb はその役割を充分に果たす酵
素であることを明らかにした。  
以上より、two-component f lavin-diffusible monooxygenase には還元
型フラビンを供給するフラビンレダクターゼが必要であり、本研究
にて取得した 2 種類のフラビンレダクターゼ Frb および Frm は、そ
の機能を有する有用な酵素であることを明らかにした。  
 
5.5. 結言  
 
本章においては、 two-component f lavin-diffusible monooxygenase
システムにおけるフラビンレダクターゼ Frb と Frm の性能を評価す
ることを目的として、脱硫酸化酵素 BdsC および BdsA と両フラビン
レダクターゼ Frb および Frm の共役による DBT の分解試験を行った。
Frb や Frm との共役系を用いた反応では、DBT 分解活性が大幅に向
上し、酵素共役反応系利用することで幅広い温度領域で DBT の分解
が 可 能 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、 two-component 




























Fig.  5.1.   DBT-desulfurization reaction by coupling of DBT- 
-desulfurization enzyme BdsABC and flavin reductase Frb.   The 
DBT-desulfurization genes bdsABC  and the flavin reductase gene frb  
were expressed in recombinant E. col i  cells .   The reaction mixture 
contained 11 µ l  of a 10 g/l  DBT stock solution in n-tr idecane and 0.6 ml 
of the cell  suspension in a 10 ml screw-cap test  tube to give a f inal  
concentration of 0.5 mM DBT.  Reasting cell  reactions were performed 
with inverted shaking at  50 rpm for 30 min.   Symbols:  open circle,  
DBT-degrading activit ies of the recombinant E. coli  carrying both 
bdsABC  and frb ;  closed circle,  DBT-degrading activit ies of the 



































































Fig.  5.2.   DBT-desulfurization reaction by coupling of DBT- 
-desulfurization enzyme BdsABC and flavin reductase Frm.  The 
DBT-desulfurization genes bdsABC  and the flavin reductase gene frm  
were expressed in recombinant E. coli  cells .   Reaction conditions were 
the same as those shown in legends of Fig.  5.1.   Symbols:  open circle,  
DBT-degrading activit ies of the recombinant E. coli  carrying both 
bdsABC  and frm ;  closed circle, DBT-degrading activit ies of the 
































































Fig.  5.3.   Catechol production from phenol by 4-hydroxypheny 
-lacetate-3-monooxygenase HpaB.  The reaction mixture contained 1.0 
mM phenol,  1.0 mM NADH, 0.1 mM FMN, and cell-free extracts of 
recombinant E. coli  cells  carrying 4-hydroxyphenylacetate-3-  
monooxygenase gene hpaB  to give a f inal  concentration of 1.0 
ml/mg-protein.   Reactions were performed at  30°C.  Symbols:  open 
circle,  catechol production by HpaB; closed circle,  catechol production 




















































Fig.  5.4.   Catechol production from phenol by coupling of 
4-hydroxypheny-lacetate-3-monooxygenase HpaB and flavin reductase 
Frb.   Reaction conditions were the same as those shown in the legends 
of Fig.  5.3.   Symbols:  open bar,  catechol pruduction by only HpaB; 
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第 6 章  
 
硫酸イオン抑制解除組換え細菌 Mycobacterium phlei 
WU-0103X9 を利用した直留軽油脱硫  
 


















に、Beijerinckia 属細菌 3 )、Cunninghamella 属細菌 4 )などが報告され
ている。  






DBT 脱硫細菌である Rhodococcus sp.  IGTS8 については詳しく研究
されており、DBT の分解代謝経路や DBT 脱硫遺伝子群（ dszABC）
に関する検討がなされている 5 - 7 )。  
Rhodococcus sp.  IGTS8 による DBT 分解代謝経路では、硫黄原子の
含む代謝中間体が 4 つあるため「 4S 経路」と呼ばれている 1 ,  5 - 7 )。  
Rhodococcus sp.  IGTS8 では、培地中に硫酸塩、カザミノ酸、含硫
アミノ酸であるシステインもしくはメチオニンが含まれる場合、
DBT 脱硫遺伝子が転写レベルで強く抑制される 8 )。また、同種の DBT
脱硫細菌である R. erythropolis  D-1 においても、硫酸ナトリウム、
メタンスルホン酸もしくはジメチルスルホンを唯一の硫黄源とした
場合には DBT 脱硫活性が全く検出されない 9 )。したがって、上記の
硫黄化合物は直接的もしくは間接的なリプレッサーとしてはたらき、
DBT 脱硫遺伝子は硫酸イオン制限下において発現することから、脱
硫酵素が sulfate-starvation-induced （ SSI）  protein であることをが
明らかにされている。  
当研究室保有の脱硫細菌 Mycobacterium phlei  WU-0103 は、DBT
を効率よく分解可能するとともに、DBT のアルキル誘導体やナフト
チオフェン（NTH）などの DBT とは異なる構造の複素環式有機硫黄
化 合 物 に 対 し て も 分 解 活 性 を 示 す 菌 株 で あ る （ Table 6.1~6.3 、   








本章では、M. phlei  WU-0103 を原株として、恒常性プロモーター
の下流に連結した DBT 脱硫遺伝子（ bdsABC）を染色体上に組込ん




6.2. 実験方法  
 






6.2.2.  使用菌株  
供試菌の原株として好熱性脱硫細菌 M. phlei  WU-0103 および硫酸
イオン抑制解除組換え体 M. phlei  WU-0103X9 を使用した。M. phlei  
WU-0103X9 の作製法は 6.2.4 に記述する。培養は AN 培地を用いて
行った。AN 培地の組成を Table 6.4 に示す。また、AN 培地に含ま
れる metal  solution と vitamin mixture の組成をそれぞれ Table 6.5、
Table 6.6 に示す。  
 
6.2.3.  培養系における軽油の脱硫  
M. phlei  WU-0103 および M. phlei  WU-0103X9 のストック溶液を、
AN 培地 5 ml に 5 g/l  DBT/Ethanol 溶液を 50 µ l（DBT 終濃度 0.27 mM）
添加した試験管（ 18×180 mm）に植菌し、 45°C、 240 rpm で 4 days
培養した（前培養）。前培養後、AN 培地を 100 ml 分注し、水素化脱
硫後の軽油を 2 ml、または硫黄濃度が 1000 ppm になるように希釈
した直留軽油 (R-LGO)を 10 ml 分注した 500 ml 容坂口フラスコに、
M. phlei  WU-0103 および M. phlei  WU-0103X9 の前培養液を 1 ml 植









6.2.4.  M. phlei  WU-0103 を宿主とした硫酸イオン抑制解除組換え体
の創製  
供試菌原株として M. phlei  WU-0103 を使用した。M. phlei  WU-0103
組換え体の選択および培養は、終濃度 30µg/ml となるようにカナマ
イシンを添加した AN 培地を用いて行った。  
Rhodococcus-Escherichia coli シャトルベクターは、JCCP から分譲
された pRHK1 11 )を使用した。トランスポゾン構築用プラスミド
pTnK 1 2 )および R.erythropol is  KA2-5-1 由来恒常性プロモーターサブ
クローニングプラスミド pUC-kap1 1 2 )は野田健一博士より分譲され
たものを使用した。  
M. phlei  WU-0103 の形質転換は以下のように行った。 M. phlei  
WU-0103 のコンピテントセルは以下のように調製した。 M. phlei  
WU-0103 のストック溶液を、LB 培地 5ml 分注した試験管（ 18×180 
mm）に植菌し、 45°C、 240 rpm で 24 h 培養した（前培養）。前培養
後、LB 培地を 100 ml を分注した 500 ml 容エルレンマイヤーフラス
コに、前培養液を 2 ml を植菌し、45°C、240 rpm で、光学濁度（O.D.6 6 0）
が 0.8～ 1.0 に達する時間まで（ 20～ 24 h）培養した（本培養）。本培
養終了後、培養液を 250 ml 容遠沈管に移し、 1 h 氷冷し、遠心分離
（ 6,000×g、 4°C、 5 min）により集菌し、氷冷した 10% (v/v)グリセ
ロール溶液により 3 回洗菌（グリセロール溶液量は本培養液 100 ml
に対して洗菌 1 回目には 50 ml、2 回目には 25 ml、3 回目には 12.5 ml
使用）後、得られた菌体を本培養液の 1/200 容量（本培養液 100 ml
に対して 0.5 ml）の氷冷 10% (v/v)グリセロール溶液に懸濁する。得
られた菌体懸濁液を 100 µ l ずつチューブに分取しコンピテントセル
とした。コンピテントセルは使用するまで −80°C で凍結保存した。  
M. phlei  WU-0103 の形質転換はエレクトロポレーション法により
行った。コンピテントセル 100 µ l に約 1 µg のベクターDNA もしく
はカスタムトランスポゾームを 1.2 µ l 添加した後、氷冷したエレク
トロポレーション用キュベット（電極間ギャップ 0.1 cm）に移し、
電場強度 15 kV/cm、 25 µF、 1000 Ωの条件で電気パルスを与え、直
ちに 10 倍量（ 1 ml）の SOC 液体培地（ 2% (w/v) tryptone、0.5% (w/v) 
yeast  extract、10 mM NaCl、2.5 mM KCl、10 mM MgCl2、10 mM MgSO4、
94 
20 mM glucose）に懸濁して滅菌した試験管（ 18×180 mm）に全量を
移し、 30°C または 37°C で 4 h 以上往復振とう培養を行った後、抗
生物質を添加した AN 培地（寒天平板培地）に塗布した。その後 30°C、
37°C もしくは 45°C で 3～ 5 days 培養し、カナマイシン耐性を示す
形質転換体を単離した。さらに、DBT 脱硫能力の高い形質転換体（組
換え体）は、Gibb’s assay（ 2.12.4）を利用して選抜した。  
 
6.2.5.  硫酸イオン存在下における複素環硫黄化合物脱硫量の測定  
M. phlei  WU-0103 および M. phlei  WU-0103X9 を、カナマイシン（終
濃度 30 µg/ml）を添加した AN 培地 5 ml 分注し、 5 g/l  DBT/Ethanol
溶液を 50 µ l（終濃度 0.27 mM）添加した試験管（ 18×180 mm）に植
菌し、 45°C、 240 rpm で 4 days 培養した（前培養）。前培養後、AN
培地を 5 ml 分注し、 0.27 mM の脱硫基質 Ethanol 溶液および 5 mM
の Na2SO4 を添加した試験管（ 18×180 mm）に、M. phlei  WU-0103 お
よび M. phlei  WU-0103X9 の前培養液を 100 µ l 植菌し、30 または 45°C、




6.3. 結果  
 
6.3.1.  水素化脱硫後の軽油に対する微生物脱硫  
硫黄濃度 390 ppm の軽油 (B-LGO)に対して微生物脱硫を行った経
時変化を Fig. 6.2 に、その場合の GC-AED クロマトグラムを Fig. 6.3
に示す。M. phlei  WU-0103 の増殖菌体は軽油中に残存するアルキル
DBT 類を効率的に脱硫した。 3 days で生育は O.D.6 6 0  = 12 に達し、
初期硫黄濃度 390 ppm から 110 ppm までの脱硫が可能であった。ま
た、水素化脱硫後の各種軽油に対して増殖菌体（培養系）で微生物
脱硫を行った場合には、M. phlei  WU-0103 は、45°C の高温条件下で
各種水素化脱硫後の軽油の硫黄濃度を 60%以上低減させることが可
能であった（ data not shown）。さらに、硫黄濃度 34 ppm の軽油
（X-LGO）を唯一の炭素源として M. phlei  WU-0103 による微生物脱
95 
硫反応を行ったところ、硫黄源とした場合よりも脱硫率が低下した
ものの、 18 ppm にまで脱硫が可能であった（ data not shown）。した
がって、M. phlei  WU-0103 の増殖菌体は各種水素化脱硫後の軽油の
脱硫に有効な生体触媒であることを明らかにした。  
 
6.3.2.  直留軽油に対する微生物脱硫  
M. phlei  WU-0103 の増殖菌体を用いて直留軽油に対する微生物脱
硫を行った。直留軽油の硫黄濃度は約 12000 ppm という高硫黄濃度
であるため、10 倍希釈した直留軽油に対して 5 days の微生物脱硫を




油に対する微生物脱硫の経時変化を Fig. 6.4 に、GC-FID、 FPD クロ
マトグラムを Fig. 6.5 に示す。M. phlei  WU-0103 の増殖菌体は、 10 
cycles（ 30 days）の培養によって硫黄濃度 1000 ppm の直留軽油を 450 







M. phlei  WU-0103 は直留軽油を効率的に脱硫可能であることを明ら
かにした。  
 
6.3.3.  M. phlei  WU-0103 における DBT 脱硫活性を抑制する硫酸イオ
ン濃度の決定  
常温性 DBT 脱硫細菌 R. erythropolis  IGTS8 では 0.4 mM の硫酸イ
オンの存在により DBT 脱硫活性が完全に抑制されることが報告さ
れている 7 )。そこで、M. phlei  WU-0103 に関して硫酸イオンの存在
により DBT 脱硫活性が抑制されるかどうかを検討することとした。
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Table 6.7 に示すように、反応溶液中の硫酸イオン濃度が 0.1 mM 以
上となった場合に DBT 脱硫活性が急激に低下し始め、約 0.4 mM で
定常となった。また、20% (v/v) n-tetradecane を培地に重層した油水
二相系で同様の検討を行ったが、硫酸イオンによる抑制はあまり見







6.3.4.  R. erythropolis KA-2-5-1 由来恒常性プロモーター kap1 を利用
した硫酸イオン抑制解除株の創製  
恒常性プロモーター kap1 の下流に連結した bdsABC 遺伝子を M. 






その性能が検討されている R.erythropol is  KA2-5-1 由来恒常性プロモ
ーター kap1 1 2 )を用いることとした。  
トランスポゾン構築用プラスミド pTnK に恒常性プロモーター
kap1 および bdsABC 遺伝子を連結し、 Fig. 6.6 に示すプラスミド
pTnKkapBDS を構築した。 pTnKkapBDS を StuI で制限消化した後、
分離精製したカスタムトランスポゾン DNA 断片を transposase と混
合することで DNA－酵素複合体トランスポゾームを作製し、エレク
トロポレーション法により M. phlei  WU-0103 に導入した。37°C で  6 
days での培養で、カナマイシンを添加した LB 選択平板培地上でコ
ロニーを形成した株について単離し、0.27 mM DBT、5.0 mM Na2SO4、
30 µg/ml カナマイシンを添加した AN 培地に植菌した。培養終了後




M. phlei  WU-0103X9 を選択した（詳細省略）。以上より、恒常性プ
ロ モ ー タ ー kap1 を 利 用 し た 硫 酸 イ オ ン 抑 制 解 除 株 M. phlei  
WU-0103X9 を創製し、以下の研究で供試菌として使用した。  
 
6.3.5.  M. phlei  WU-0103X9 の脱硫能力評価  
M. phlei  WU-0103X9 と M. phlei  WU-0103 による DBT および NTH
の分解を検討した。Fig. 6.7 に示すように、M. phlei  WU-0103 は硫酸
イオン存在下では DBT および NTH 脱硫活性が低下した。一方、Fig. 
6.8 に示すように、M. phlei  WU-0103X9 では硫酸イオン抑制が解除
され、M. phlei  WU-0103 と比較して 30°C の場合で約 12 倍、45°C の
場合で約 3.3 倍の DBT 脱硫量を示した。また、NTH 脱硫に関しても
30°C、45°C の温度条件下で M. phlei  WU-0103 のそれぞれ約 2.5 倍と
約 1.6 倍の脱硫活性を示した。  
M. phlei  WU-0103X9 の増殖菌体を用いて直留軽油（R-LGO）の微
生物脱硫について検討した。R-LGO は約 10 倍に希釈をしたものを
使用して試験を行った。Fig.  6.9 に示すように、M. phlei  WU-0103X9
は 5 days という短期間で硫黄濃度 1200 ppm の直留軽油を 500 ppm
にまで脱硫した。また、アルキル DBT 類のみならずアルキル BTH
類 も 効 率 的 に 脱 硫 し た こ と か ら （ data not shown ）、 M. phlei  
WU-0103X9 は実際の軽油の脱硫に利用可能な細菌と考えられる。  
 
6.4. 考察  
 
M. phlei  WU-0103 は、水素化脱硫後の軽油のみならず、直留軽油
に対しても優れた脱硫活性を示し、水素化脱硫後の軽油を基質に用
いた際の脱硫試験では、初期硫黄濃度 390 ppm から 110 ppm まで脱
硫した（ Fig. 6.2）。しかし、Fig.  6.3 に示すように、硫黄濃度が完全




試験でも、硫黄濃度 1000 ppm の直留軽油を 450 ppm まで脱硫可能
であった。希釈を行わない高硫黄濃度（ 10000～ 20000 ppm）かつ高
粘度の軽油および原油は、30 days 程度の反応では脱硫がほぼ不可能




レーション法によって導入した M. phlei  WU-0103 の形質転換体を作
製した。組換え株のうちの適当な 3 種の株および M. phlei  WU-0103
野生株を、 30 µg/ml のカナマイシンを添加した AN 培地（DBT を硫







株 M. phlei  WU-0103X9 を創製することに成功した。  
硫酸イオン抑制解除株 M. phlei  WU-0103X9 は、予想通り硫酸イオ
ン存在下においても DBT あるいは NTH を脱硫可能で、5.0 mM 硫酸
イオン存在下では M. phlei  WU-0103 と比較して、最大の 12 倍も高
活性を示した。また、M. phlei  WU-0103X9 は 5 days という短期間で
硫黄濃度 1200 ppm の直留軽油を 500 ppm にまで脱硫した。短期間
での脱硫が可能なことは、炭化水素成分の減少による石油成分の品
質の低下を防ぐことが可能なことを意味するため、実用上有利であ








6.5. 結言  
 
本章では、脱硫細菌 M. phlei  WU-0103 原株として恒常性プロモー
ターを利用した硫酸イオン抑制解除組換え体を作製し、未脱硫直留
軽油の脱硫に関する性能を評価した。M. phlei  WU-0103X9 は硫酸イ
オン存在下でも高い脱硫活性を示し、モデル基質として DBT を使用
した場合には、M. phlei  WU-0103 と比較して 30°C の場合で約 12 倍、
45°C の場合で約 3.3 倍の DBT 脱硫量を示した。また、NTH を利用
した場合には、 30°C、 45°C の温度条件下で M. phlei  WU-0103 のそ
れぞれ約 2.5 倍と約 1.6 倍の脱硫活性を示した。さらに、M. phlei  
WU-0103X9 は硫黄濃度 1200 ppm の直留軽油を 5 days という短期間


























Table 6.1.1.   Degradation of Alkyl DBTs by the growing cells  of 








 Dibenzothiophene (DBT) 184.26 6.9 72 
 1-Methyl DBT 198.29 6.5 60 
 2-Methyl DBT 198.29 6.9 70 
 3-Methyl DBT 198.29 6.7 70 
 4-Methyl DBT 198.29 6.3 66 
 DBT sulfoxide 200.26 7.1 88 
 2-Ethyl DBT 212.32 6.6 60 
 3-Ethyl DBT 212.32 6.7 66 
 4-Ethyl DBT 212.32 5.5 51 
 3,6-Dimethyl DBT 212.32 3.5 49 
 4,6-Dimethyl DBT 212.32 4.0 49 
 2,8-Dimethyl DBT 212.32 6.7 62 
 DBT sulfone 216.26 7.2 90 
 DBT sult ine 216.26 7.2 91 
 3-isopropyl DBT 226.34 3.0 41 
 2-Propyl DBT 226.34 5.9 57 
 3-Propyl DBT 226.34 5.9 60 
 4-Propyl DBT 226.34 3.6 40 












Table 6.1.2.   Degradation of Alkyl DBTs by the growing cells  of  










 3-Methyl DBT sulfone 230.29 7.0  87.0   
 DBT sultone 232.26 7.1  95.0   
 4,6-DiethylDBT 240.37 4.8  47.0   
 3,4,6,7-Tetramethyl DBT 240.37 4.3  47.0   
 4,6-DimethylDBT sulfone 244.31 5.9  64.0   
 3-Methyl DBT sultone 246.29 6.9  73.0   




258.34 4.2  39.0   
 2-Hexyl DBT 268.42 2.7  42.0   
 4-Hexyl DBT 268.42 1.9  23.0   
 4,6-DipropylDBT 268.42 3.0  51.0   
 4,6-DiethylDBT sulfone 272.37 3.5  44.0   
 2,4,6,8-Tetraethyl DBT 296.47 2.1  29.0   
 4,6-DibutylDBT 296.48 0.8  14.0   
 4,6-DipropylDBT sulfone 300.42 6.0  61.0   
 4,6-DipentylDBT 324.53 1.1  14.0   
 4,6-DibutylDBT sulfone 328.48 0.9  16.0   












Table 6.2.   Degradation of Alkyl BTHs by the growing cells  of  











134.20  7.20  83.0  
 2-Methyl BTH 148.23  7.30  91.0  
 3-Methyl BTH 148.23  6.80  65.0  
 5-Methyl BTH 148.23  7.00  73.0  
 7-Methyl BTH 148.23  6.90  70.0  
 2-Ethyl BTH 162.26  7.10  84.0  
 7-Ethyl BTH 162.26  6.60  67.0  
 5,7-Dimethyl BTH 162.26  6.20  62.0  
 BTH sulfone 166.20  7.00  70.0  
 7-Propyl BTH 176.28  7.00  88.0  
 2,7-Diethyl BTH 190.31  6.30  76.0  
 7-Hexyl BTH 218.36  1.10  20.0  
 2-Dodecyl BTH 302.53  0.00  0.80  
 5-Dodecyl BTH 302.53  0.20  5.00  
 7-Dodecyl BTH 302.53  0.00  0.50  















Table 6.3.   Degradation of Alkyl-NTHs by the growing cells  of  










 Naphtho[1,2b]thiophene 184.26 2.40 22  
 Naphtho[2,3b]thiophene 184.26 6.10 65  
 Naphtho[2,1b]thiophene 184.26 6.10 80  



































 Table 6.4.   AN medium 
 Glucose  5.00 g 
 Sodium malate･0.5H2O   5.00 g 
 KH2PO4  1.00 g 
 K2HPO4  8.00 g 
 NH4Cl  1.00 g 
 MgCl2・6H2O  0.20 g 
 Metal  solution  10.00 ml 
 Vitamin mixture  1.00 ml 
 Disti l led water to 1000  ml 
 
The pH was adjusted to 7.5 with 1 N NaOH.  Vitamin mixture 




 Table 6.5.   Metal  solution  
 CaCl2  2.00 g  
 NaCl  1.00 g  
 FeCl2・4H2O  0.50 g  
 ZnCl2  0.50 g  
 MnCl2・4H2O  0.50 g  
 Na2MoO4・2H2O  0.10 g  
 CuCl2  0.05 g  
 Na2WO4・2H2O  0.05 g  
 Conc. HCl  10.00 ml  








 Table 6.6.   Vitamin mixture  
 Thiamine hydrochloride  5000.00 mg  
 Calcium pantothenate  80.00 mg  
 Inositol   40.00 mg  
 Niacin  80.00 mg  
 Pyridoxine hydrochloride  80.00 mg  
 p-Aminobenzoic acid  40.00 mg  
 Cyanocobalamin  0.10 mg  






Table 6.7  Effects of the concentration of Na2SO4 on 
DBT-desulfurization by M.phlei  WU-0103. 
 
 Na2SO4 concentration (mM) DBT degradation (mM)  
 0.00 0.1539  
 0.10 0.1386  
 0.20 0.0635  
 0.30 0.0278  
 0.40 0.0151  
 0.80 0.0154  
 5.00 0.0153  
 
M. phlei  WU-0103 was cult ivated in AN medium with 0.27 
mM DBT with various concentrations of Na2SO4 at  45°C for   
































































































Fig.  6.2.  Biodesulfurization of HDS-treated l ight gas oil  (B-LGO) at  
45°C by growing cells of M. phlei  WU-0103.  Symbols:  open circle,  


























































































Fig.  6.3.   GC-AED chromatogram of sulfur components in HDS-treated 
l ight gas oil  after  biodesulfurization at  45°C by the growing cells of M. 





































Fig.  6.4.   Biodesulfurization of straight-run l ight gas oil  (R-LGO) at  
45°C by growing cells  of M. phlei  WU-0103.  Biodesulfurization tests 
were done for 8 or 11 cycles;  each one cycle was done for 3 or 5 days.   


































































Fig.  6.5.   GC-FID and GC-FPD chromatogram of straight-run l ight gas 
oil  (R-LGO) after biodesulfurization at  45°C by growing cells  of M.phlei  
WU-0103.  (A) GC chromatogram of sulfur components with FPD; (B) 
GC chromatogram of sulfur and carbon components with FID.  (1) 
before the biodesulfurization ;  (2) after the biodesulfurization for 6 








































Fig.  6.6.   Construction of the TnKkapBDS transposome.  Promoter  
region kap1 isolated from R. erythropolis  KA2-5-1 was used as a 
consti tutive transcribing promoter,  which is  not affected by the sulfate 











































Fig.  6.7.   DBT and NTH desulfurization with and without 5.0 mM 
Na2SO4 by the growing cells of M. phlei  WU-0103 at  30ºC and 45ºC for  
7 days.   Symbols:  slashed bar,  degradation of DBT without Na2SO4; dot  
bar,  degradation of NTH without Na2SO4; open bar,  degradation of DBT 
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Fig.  6.8.   DBT and NTH desulfurization with 5.0 mM Na2SO4 by the 
growing cells  of M. phlei  WU-0103 and recombinant strain WU-0103X9 
at  30°C and 45°C for 7 days.   The recombinant WU-0103X9 carries  
TnKkapBDS.  Symbols:  closed bar,  degradation of DBT; open bar,  
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Fig.  6.9.   Biodesulfurization of straight-run l ight gas oil  (R-LGO) at  
45°C by the growing cells  of wild-type strain M. phlei  WU-0103 and 
recombinant strain M. phlei  WU-0103X9.  R-LGO was diluted with 
H-LGO to be 1200 ppm sulfur content.   Symbols:  circle,  WU-0103;  
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第 7 章  
 
微生物変換を利用した位置選択的な酸化反応による
安息香酸からの p-ヒドロキシ安息香酸への変換  
 
7.1. 緒言  
 
p-ヒドロキシ安息香酸（ p-hydroxybenzoic acid、PHBA）は、Fig.  7.1
に示すように、安息香酸（ benzoic acid、 BA）のパラ位にヒドロキ
シル基が結合した化合物である。  
















予想した。微生物を利用した PHBA の生産に関する研究として、 p-
ムコン酸を原料に PHBA を生産する Pseudomonas putida  WCS358 1 )
や、Paecilomyces varioti i  MTCC 6581 2 )、Streptomyces caeruleus  MTCC 
6638 3 )などが報告されている。さらに、数種の微生物における BA
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の代謝経路に着目すると、BA を代謝する過程で PHBA を中間代謝




る。Trichosporon cutaneum 4 )や Rhodotorula minuta  CBS 2177 5 )などに
その活性が見出されているが、BA からの PHBA の収率は低い。  




合 物 に 対 し て 種 々 の 変 換 能 力 を 有 す る Trichosporon monili i forme  
WU-0401 を選択した。また、同菌株に紫外線を照射することによっ
て 、 PHBA 低 資 化 性 の 変 異 株 T. monili i forme  4F6 を 作 製 し 、 T. 
monili i forme  4F6 を使用した BA からの PHBA の高収率な微生物変換
について検討した。  
 
7.2. 実験方法  
 
7.2.1.  使用試薬  
BA と PHBA は関東化学（ Tokyo, Japan）より購入した。その他の
一般的な試薬は市販品を使用した。  
 
7.2.2.  使用菌株  
本研究においては、芳香族化合物変換に有効な T. monili i forme  
WU-0401 と、同菌株の変異導入株である T. monili i forme  4F6 の両菌
株を用いた。T. monili i forme  WU-0401 および T. monili i forme  4F6 の培
養に用いた YMB 培地および BAY 培地の組成を、それぞれ Table 7.1
および Table 7.2 に示す。また、両培地に使用する Metal solution は
第 6 章（Table 6.2）に記載したものを使用した。また、 PHBA 寒天
平板培地は、炭素源として 5 mM PHBA を添加した M1 培地（Table 
7.3）に 1.5% (w/v)の寒天を添加したものを使用した。  
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7.2.3.  休止菌体反応  
位置選択的な酸化反応による BA からの PHBA への変換反応は、
T. monili i forme  WU-0401 および T. monili i forme  4F6 を用いた休止菌体
反応によって行った。  
T. monili i forme  WU-0401 および T. monili i forme  4F6 を、YMB 培地
を 5 ml 分注した試験管（ 18×180 mm）に植菌し、 30°C、 120 rpm で
48 h 培養した（前培養）。前培養後、BAY 培地を 200 ml 分注した 500 
ml 容のエルレンマイヤーフラスコに、T. monili i forme  WU-0401 およ
び T. monili i forme  4F6 の前培養液を 2 ml 植菌し、 30°C、 120 rpm で
18 h 培養した（本培養）。培養した菌体は 10 min の遠心分離操作
（ 5,000×g、 4°C）によって回収し、 100 mM K2HPO4-KH2PO4 緩衝液
（ pH 7.2 ） に て 2 回 の 洗 菌 操 作 を 行 っ た 。 洗 菌 後 、 100 mM 
K2HPO4-KH2PO4 緩衝液（ pH 7.2）を用いて再度懸濁することで、休
止菌体反応に用いる菌体懸濁液を調製した。試験管（ 18×180 mm）
に、反応液の全容積 0.8 ml 中に、安息香酸ナトリウム（終濃度 10 mM）、
エタノール（分散媒） 10 µ l をそれぞれ分注し、菌体重量が 35.5 g 
dry-cell / l になるように菌体懸濁液を添加して反応溶液とした。反応
は 30°C 、 100 rpm（往復振とう）で行った。BA と、酸化的変換に
よ っ て 得 ら れ る PHBA は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ High 
Performance Liquid Chromatography,  HPLC）にて分析した（ 2.12.2）。 
 
7.3. 結果  
 
7.3.1.  T. monili iforme  WU-0401 を利用した BA からの PHBA 生産活
性の検討  
種々の芳香族化合物に対して変換能力を有する T. monili i forme  
WU-0401 を利用して、BA からの PHBA 生産活性について検討した。
休止菌体反応開始 1 h 後の反応溶液を、薄層クロマトグラフィー





である PHBA を検出した（ data not shown）。また、HPLC を用いた分
析においても、 PHBA と一致する保持時間に、フェノール性化合物
を検出した。この酸化的変換反応において、 10 mM の BA から 0.21 
mM（モル変換効率 2.1%）の PHBA を選択的に生産した（ Fig.  7.2）。
したがって、 T. monili i forme  WU-0401 は BA からの選択的な PHBA
生産活性を有することを明らかにした。  
 
7.3.2.  PHBA 生産性向上を目的とした変異株 T. monili iforme  4F6 の
作製  
T. monili i forme  WU-0401 を利用した 1 h の休止菌体反応による
PHBA 生産は、モル変換効率にして 2.1%と極めて低いものであり、
T. monili i forme  WU-0401 を生体触媒として用いた PHBA 生産プロセ
スを構築するのは困難であると考えられた。低収率の原因として、
T. monili i forme  WU-0401 による PHBA 分解を想定した。実際、同属
の菌株である T. cutaneum は、PHBA の 3-位を酸化し、プロトカテク
酸を経由して PHBA を分解する 4 )。しかし、T. monili i forme  WU-0401
においても同様に PHBA が分解されるものと想定した場合、この分
解代謝を弱めることで、高収率での P HBA 生産が可能になるものと
予想した。そこで、紫外線照射による T. monili i forme  WU-0401 への
変異導入を行い、 PHBA 資化性が消失または著しく低下した変異株
の作製を行った。紫外線照射後に 5 mM PHBA を唯一の炭素源とし
て作製した寒天平板培地に変異株を塗布し、T. monili i forme  WU-0401
よりも生育の遅い菌株を候補株として選定した。最も生育の遅かっ




7.3.3.  T. monili iforme  WU-0401 と変異株 T. monili iforme  4F6 の PHBA
分解活性のおよび BA からの PHBA 生産活性の比較  
T. monili i forme  WU-0401 と変異株 T. monili i forme  4F6 の休止菌体反
応による PHBA 分解活性を比較した。Fig. 7.4 に示すように、反応 4 
h 後の分析結果から、 T. monili i forme  WU-0401 と T. monili i forme  4F6
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はそれぞれ 4.8 mM、 1.0 mM の PHBA を分解することを明らかにし
た（ Fig. 7.4）。すなわち、紫外線照射によって得られた変異株 T. 
monili i forme  4F6 では予想通り PHBA の分解活性が約 1/5 に低下して
いることを明らかにした。一方で、T. monili i forme  4F6 を利用した 1 
h の休止菌体反応において、 10 mM の BA から 1.3 mM（モル変換効
率 13%）の PHBA を生産した（ Fig. 7.5）。 T. monili i forme  WU-0401
を利用した休止菌体反応でのモル変換効率が 2.1%であったことと
比較すると、T. monili i forme  4F6 は約 6.2 倍の PHBA 生産活性を有す
ることを明らかにした。以上より、 PHBA 分解活性を低下させるこ
とによって、 PHBA 生産活性を向上させることが可能で、 PHBA 生
産には T. monili i forme  4F6 を利用した反応系の利用が効率的である
ことを明らかにした。  
 
7.3.4.  T. monili iforme  4F6 の休止菌体反応における最適 BA 濃度の決
定と BA の逐次添加を伴う PHBA 生産の検討  
T. monili i forme  4F6 の休止菌体反応における最適 BA 濃度を決定す
るため、反応系において BA 濃度を変化させて反応を行った。その
結果、BA 濃度を 20 mM とした休止菌体反応において、 10 h の反応
で全 BA を消費し、 18.8 mM（モル変換効率 94%）の PHBA を生産
した。したがって 20 mM を最適 BA 濃度と決定した。  
上記の反応において、回分反応系で添加した 20 mM の BA をすべ
てが消失したことから、BA の逐次添加を検討した。 10 h の反応で
初期添加した 20 mM の BA を消費し終わった反応系に新たに 20 mM
の BA を添加して反応を継続したところ、さらに 10 h 後には添加し
た 20 mM の BA をすべてが消失した（ data noto shown）。すなわち、
20 h の反応で合計 40 mM の BA を変換可能であることを明らかにし
た。以上を背景として、 20 mM の BA 逐次添加反応による PHBA へ
の変換反応を行った。 Fig. 7.6 に示すように、BA の逐次添加による
休止菌体反応では、30 h の反応において合計 65.4 mM の BA から 56.4 




7.4. 考察  
 
研究室保有の T. monili i forme  WU-0401 は、 10 mM の BA から 0.21 
mM（モル変換効率 2.1%）の PHBA を選択的に生産することが可能
であった。しかし、この収率は極めて低く、既報にある R. minuta  CBS 
2177 の増殖菌体を使用した BA からの PHBA 変換（モル変換効率 32%、
24 h 反応）5 )に及ばなかった。しかし、本研究において、PHBA 分解
活性を低下させた変異株 T. monili i forme  4F6 を利用することによっ
て、 10 h の反応で 20 mM の BA を全て消失し、 18.8 mM（モル変換
効率 94%）の PHBA を生産することに成功した。この収率は、 R. 
minuta  CBS 2177 5 )を用いた反応における収率を遙かに凌駕するも
のであり、休止菌体を用いた新規な PHBA の選択的生産プロセスの
原型を構築した。さらに、T. monili i forme  4F6 を用いた反応では、10 
h の短時間において 20 mM の BA を全て消失し、 20 mM の BA の逐
次添加によっても PHBA 生産活性は低下しなかった。したがって、










探索を行った。候補菌株として T. monili i forme  WU-0401 を選択した。
さらに、同菌株に紫外線を照射することで PHBA の資化性が低下し
た変異株 T. monili i forme  4F6 を作製し、BA からの PHBA の高収率な
微生物変換について検討した。 T. monili i forme  4F6 は 10 h の反応で
20 mM の BA を全て消失し、18.8 mM（モル変換効率 94%）の PHBA
を生産した。この収率は、親株 T. monili i forme  WU-0401 による PHBA
変換が 0.21 mM（ 1 h）であることと比較して数段の向上と考えられ
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る。また、R. minuta  CBS 2177 の増殖菌体を使用した PHBA 変換能
力（モル変換効率 32%、 24 h 反応）と比較しても、BA からの変換
効率としては最高値である。以上より、T. monili i forme  4F6 の休止菌

































 Table 7.1.   YMB medium  
 Yeast Extract   3.00 g  
 Malt Extract   3.00 g  
 Peptone  5.00 g  
 Sodium benzoate  0.72 g  
 Disti l led water to 950 ml  
 
After autoclaving, 50 ml of D-glucose solution 
(400 g/l)  was added to give the final  volume of 






 Table 7.2.   BAY medium  
 Yeast Extract   0.50 g  
 K2HPO4  0.50 g  
 KH2PO4  2.50 g  
 MgSO4・7H2O 0.50 g  
 (NH4)2SO4  0.50 g  











 Disti l led water to 1000 ml  
 
The pH was adjusted to 6.5.   After autoclaving, BA 
dissolved in ethanol was added to give the final  











 Table 7.3.   M1 medium  
 Carbon source  －    
 Na2HPO4   1.60 g  
 KH2PO4   1.00 g  
 MgSO4・7H2O  0.50 g  
 CaCl2・2H2O   25.00 mg  
 NaNO3  0.50 g  
 (NH4)2SO4   0.50 g  
 Metal  solution   2.00 ml  
 Vitamin solution   1.00 ml  
 Disti l led water to 1000.00 ml  
 
The pH was adjusted to 7.0.   Carbon source was 


















































































Fig.  7.2.   Production of PHBA from BA by resting cell  reaction of         























































Fig.  7.3.   Growth of T. monili i forme  WU-0401 (A) and T. monili i forme  
4F6 (B) on PHBA agar medium.  Preculture solutions of both strains 
were equipped by test-tube cult ivation on the BAY medium for 2 days.   
Inoculation of precultured broth was done as follows.  Each volume of 
preculture solution was spread on the agar plates and cult ivated at  30°C 


































Fig.  7.4.   Degradation of PHBA by resting cell  reactions by T. 
monili i forme  WU-0401 and T. monili i forme  4F6.  The resting cell  
reaction was performed with 10 mM of PHBA as a substrate.   Symbols:  






















































Fig.  7.5.   Production of PHBA from BA by resting cell  reaction by         























































Fig.  7.6.   Production of PHBA with the successive addition of BA by 
resting cell  reaction by T. monili i forme  4F6.  The resting cell  reaction 
was done under the standard conditions with reciprocal shaking at  150 
rpm.  The init ial  concentration of BA was 20 mM, and BA was added to 
the reaction mixtures to be 20 mM every 10 hours.   Symbols:  closed 
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酸はグルコースの 1 位の炭素がカルボキシル基（ -COOH）に酸化さ
れた構造であり、微生物由来の酸化酵素であるグルコースオキシダ
ーゼ等を利用してグルコースから生産される 1 , 2 )。さらに、このグル
コン酸が酢酸菌などによって酸化されると 2-ケトグルコン酸へと変
換される 1 )。 2-ケトグルコン酸のカルシウム塩は研磨剤としての用
途が広い。また、食品の酸化防止剤として用途のあるイソビタミン
C（アラボアスコルビン酸）へと容易に変換される。近年ではビタ
ミン C 生産の中間体として 2-ケトグルコン酸を利用する製造技術も

























8.2. 実験方法  
 
8.2.1.  使用試薬  











ル コ ー ス の ア ナ ロ グ で あ る テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ン -2- メ タ ノ ー ル
（THPM）および 2-デオキシ -D-グルコース（DG）をそれぞれ炭素源
に用いた培地において増殖するかどうか、すなわち、 THPM あるい
は DG を資化可能かどうかを指標とした。THPM および DG の構造
式を Fig. 8.2 に示す。これらを用いる理由は後述する（ 8.3.2 参照）。
探索には、炭素源として THPM あるいは DG を添加した最少培地（M1
培地）を用いた。M1 培地の組成を Table 8.1 に示す（以後、炭素源
として THPM を使用した培地を T 培地、DG を使用した培地を D 培
地とそれぞれ標記する）。また、その際に添加する metal solution と
vitamin mixture の組成をそれぞれ Table 8.2、Table 8.3 に示す。微生









本章では Dische によるカルバゾール－硫酸法を基本として 4 )、Bitter
と Muir による改良法 5 )を使用してウロン酸の定性および定量を行っ
た。方法は以下の通りである 5 )。まず、0.95 g Na2B4O7・ 10H2O を濃
硫酸 100 ml に溶解した（A 液）、 125 mg カルバゾールを無水エタノ
ール 100 ml に溶解した（B 液）を調製した。氷冷した A 液 5 ml を
試験管（ 18×180 mm）に分注し、 1 ml の分析試料を静かに添加し、
氷冷したまま混和した。キャップをして 10 min 煮沸後、水冷してか









8.2.4.  各種微生物における糖質酸化の検討  
グルコースからの糖質の酸化物への酸化的変換反応は、各種微生
物を用いた休止菌体反応によって行った。  
各種微生物を、T 培地または D 培地を 5 ml 分注した試験管（ 18×180 
mm）に植菌し、 30°C、 240 rpm で 48 h 培養した（前培養）。前培養
後、T 培地を 240 ml 分注した 500 ml 容のエルレンマイヤーフラス
コに、各種微生物の前培養液を 2 ml 植菌し、 30°C、 120 rpm で 48 h
培養した（本培養）。培養した菌体は 10 min の遠心分離操作（ 5,000×g、
4°C）によって回収し、100 mM MOPS-NaOH 緩衝液（ pH 7.0）にて 2
回の洗菌操作を行った。洗菌後、100 mM MOPS-NaOH 緩衝液（ pH 7.0）
を用いて、濁度（ optical  density at  660 nm (O.D.6 6 0)）が O.D.6 6 0  = 20
になるように再度懸濁することで、休止菌体反応に用いる菌体懸濁
液を調製した。試験管（ 18×180 mm）に、100 mM グルコースまたは
グルコン酸を 1.0 ml 分注し、O.D.6 6 0  = 20 菌体懸濁液を 1.0 ml 添加
して反応溶液とした（グルコースの終濃度は 50 mM、菌体量は
O.D.6 6 0  = 10 となる）。反応は 30°C、 240 rpm（往復振とう）で行っ
137 
た。反応出発基質と、酸化的変換によって得られる生成物について
は、HPLC にて分析した（ 2.12.2）。  
 
8.3. 結果  
 
8.3.1.  研究室保有微生物の休止菌体反応による糖質酸化活性  
研 究 室 保 有 の 微 生 物 5 種 類 Bacillus subti l is  WU-S2B 、
Mycobacterium phlei  WU-F1 、 Mycobacterium phlei  WU-0103 、


















添加濃度について検討した。生育阻害試験の供試菌として B. subti l is  
WU-S2B、M. phlei  WU-F1、および Escherichia coli  BL21(DE3)を用い
て行った。各菌株が増殖可能な LB 培地（ 1.0 ml）に対して THPM を
0、 0.1、 0.5、 1.0、 5.0、 10.0 µ l 添加し、各菌株の増殖を観察した。
全ての菌株において、無添加（ 0  µ l）での増殖（O.D.6 6 0  ≧  2）を基
準に、0.1～ 1.0  µ l では無添加（ 0  µ l）と同様に増殖した。5.0  µ l では、
138 
培地の濁度が低下したが、増殖は観察できた（O.D.6 6 0  = 0.6～ 0.8）。
10.0 µ l では各菌株は増殖しなかった。そこで、 TPHM の添加量を
6.0  µ l /ml（約 30 mM）と決定した。DG に関しては、添加した場合
の培地の濁度は変化せず、増殖に影響はないものと判断し（ data not 
shown）、添加量を 50 mg/ml と決定した。  
 




T 培地または D 培地に添加して 30°C、 240 rpm で培養した（集積培
養）。5 days の集積培養の結果、THPM を唯一の炭素源として増殖し
た集積培養系を 11 種、DG を唯一の炭素源として増殖した集積培養
系を 77 種取得した。そのうち、同じ土壌試料から得られたものは 8
種であった。  
 
8.3.4.  THPM を唯一の炭素源として増殖した集積培養系を用いた 
休止菌体反応  
THPM を唯一の炭素源として増殖した集積培養系 11 種について、
グルコースを基質とした休止菌体反応を行った。 3 種においてグル
コースが減少し、とくに V-32 と命名した集積培養系については、 5
～ 12 h の反応においてグルコース以外の生成物が検出された。V-32




8.3.5.  DG を唯一の炭素源として増殖した集積培養系を用いた休止
菌体反応  
DG を唯一の炭素源として増殖した集積培養系 77 種について、グ
ルコースを基質とした休止菌体反応を行った。 8 種においてグルコ
ースが減少し、E-72、L-08 および O-16 と命名した集積培養系につ
いては、 5～ 12 h の反応においてグルコース以外の生成物が検出さ
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れた。特に顕著な結果を示した L-08 を用いた反応の HPLC 分析結果
を Fig.  8.4 に示す。DG を唯一の炭素源として増殖した集積培養系か
らは、この 3 候補を取得、特に顕著な結果を示した L-08 を候補とし
て選抜し、以下の実験に使用した。なお、 8.3.4 にて選定した V-32
と、本項の L-08 は、同一の土壌試料から得られた集積培養系である。 
 
8.3.6.  各集積培養系からの微生物の単離  
8.3.4 および 8.3.5 において選抜した集積培養系 V-32 および L-08
から、糖質酸化活性を示す菌株の単離を行った。いずれも同じ土壌
試料から得られた集積培養系であるので、THPM および DG の両者
を炭素源に用いた培地、すなわち T 培地および D 培地と、多くの微
生物が増殖可能な LB 培地を用いて、それぞれの集積培養系から単
離操作を行った。  
T 培地を用いて前培養した V-32 と D 培地を用いて前培養した L-08
の各前培養液を適当に希釈し、T 培地、D 培地、LB 培地の寒天平板
培地に対し、単一のコロニーを得ることで菌株を単離した。Table 8.5
に示すように、各培地を用いた単離操作によって得られたコロニー
の数は、合計 56 株となった。  
この 56 株から、 T 培地および D 培地の両者において増殖を示す
菌株を選定することとした。その結果、 2 株のみが両培地において
増殖を示した。したがって、この 2 株を候補株として以下の試験に
用いた。両者は T 培地、D 培地、 LB 培地において増殖を示すこと
から TDL-1 株および TDL-2 株と命名した。  
 
8.3.7.  TDL-1 株および TDL-2 株の特徴  
TDL-1 株および TDL-2 株は T 培地、D 培地において増殖を示す特
殊な菌株である。両菌株の 16S rDNA 解析によって属種の簡易的な
同定を行ったところ、TDL-1 株は Serratia 属細菌と 99%以上の相同
性を示し、TDL-2 株も同様に Serratia 属細菌（または Yersinia 属細
菌）と 99%以上の相同性を示した（ data not shown）。  
TDL-1 株および TDL-2 株は T 培地を用いた培養において増殖を評
価した。 T 培地 5 ml 分注した試験管（ 18×180 mm）に両菌株を植菌
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し、30°C、240 rpm で 48 h 培養した後の濁度を比較したところ、TDL-1
株は O.D.6 6 0  = 0.8、TDL-2 株は O.D.6 6 0  = 0.5 となった。  
両菌株ともグルコースに対する変換活性を有しており、グルコー
スを基質とした休止菌体反応において、グルコースが減少し、5～ 12 
h の反応においてグルコース以外の生成物が検出された（ data not  
shown）。変換活性は TDL-1 株の方が高く、また、 16S rDNA 解析結
果から TDL-1 株と TDL-2 株はほぼ同属の微生物である可能性が高い
ことから、より活性の高い TDL-1 株を候補株として選抜した。  
 




質に用いた TDL-1 株の休止菌体反応を行った。  




この結果から、TDL-1 株は 240 min の反応で、投入したグルコース
（ 50 mM）を 20.3 mM 消費し、 21.2 mM の 2-ケトグルコン酸を生産
可能であることを明らかにした。また、 1000 min の反応ではグルコ
ー ス を 約 90% (mol/mol)消 費 す る こ と も 明 ら か に し た （ data not  
shown）。  
グルコン酸を基質とした TDL-1 株の休止菌体反応の結果を Fig. 
8.6 に示す。TDL-1 株はグルコン酸（ 51.2 mM）を 46.8 mM 消費して、








8.4. 考察  
 
研究室保有の微生物 B. subti l is  WU-S2B、M. phlei  WU-F1、M. phlei  
WU-0103、Rhodococcus  sp.  WU-K2R および X. campestris  WU-9701 の
5 種類について糖質（グルコース）に対する酸化活性ついて検討し
た 。 B. subti l is  WU-S2B 、 M. phlei  WU-F1 、 M. phlei  WU-0103 、
Rhodococcus  sp.  WU-K2R の 4 株は、ジベンゾチオフェンやナフトチ
オフェンなどの脱硫細菌であり、それらの有する強い酸化活性に期




1000 種類の土壌試料から微生物単離によって、THPM および DG
を唯一の炭素源として増殖可能な微生物 TDL-1 株および TDL-2 株の
取得に至った。TDL-1 株および TDL-2 株は 16S rDNA 解析によって
Serratia 属細菌（または Yersinia 属細菌）の近縁種であるものと予想
される。グルコースを酸化しグルコン酸へ変換する微生物としては
酢酸菌や Aspergil lus niger、Pseudomonas 属細菌が報告されている。
また、マルトシル -β-シクロデキストリンの側鎖マルトシル基の末端
に 存 在 す る グ ル コ ー ス の ６ 位 の ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 基 を 酸 化 す る
Pseudogluconobacter saccharoketogenes 6 )などが報告されているが、
本章で取得した候補菌株は既報のものとは異属の細菌であった。  
グルコースを基質とした TDL-1 株の休止菌体反応の結果、240 min
の反応で、グルコース（ 50 mM）を 20.3 mM 消費して 21.2 mM の 2-
ケトグルコン酸を生産可能であることを明らかにし（ Fig.  8.5）、1000 
min の反応ではグルコースを約 90% (mol/mol)消費することも明らか
にした。  
さらに、グルコン酸を基質とした TDL-1 株の休止菌体反応では、
グルコン酸（ 51.2 mM）を 46.8 mM 消費して、 44.7 mM の 2-ケトグ



















の炭素源として増殖可能な微生物 TDL-1 株を取得した。TDL-1 株は
Serratia 属細菌（または Yersinia 属細菌）の近縁種の細菌と同定され
た。グルコースを基質に用いた休止菌体反応では、 240 min の反応
で、グルコース 20.3 mM を消費して 21.2 mM の 2-ケトグルコン酸を
生産可能であった。グルコン酸を基質に用いた休止菌体反応では、















 Table 8.1.  M1 medium   
 Carbon source   －     
 Na2HPO4   1.60 g  
 KH2PO4   1.00 g  
 MgSO4・7H2O  0.50 g  
 CaCl2・2H2O   25.00 mg  
 NaNO3  0.50 g  
 (NH4)2SO4   0.50 g  
 Metal  solution   2.00 ml  
 Vitamin solution   1.00 ml  
 Disti l led water to 1000.00 ml  




 Table 8.2.   Metal  solution  
 FeCl2・4H2O    1.500 g  
 CoCl2・6H2O  0.190 g  
 MnCl2・4H2O   0.100 g  
 ZnCl2   0.070 g  
 H3BO3   0.062 g  
 Na2MoO4・2H2O  0.036 g  
 NiCl2・6H2O   0.024 g  
 CuCl2・2H2O   0.017 g  











 Table 8.3.   Vitamin smixture  
 Ca-pantothenate   0.40 g   
 Inositol   0.20 g  
 Niacin  0.40 g  
 Pyridoxine HCl  0.40 g  
 p-Aminobenzoate  0.20 g  
 Cyanocobalamin  0.05 g  









Table 8.5.   Number of colonies obtained by cult ivation on 
each medium 
 
   T medium D medium LB medium Total   
 V-32 4 7 12 23  





































Fig.  8.1.   Structures of glucose,  gluconic acid,  glucuronic acid,  and 























































Fig.  8.2.   Structures of D-glucose,  tetrahydropyran-2-methanol (THPM), 























































Fig.  8.3.   HPLC analysis of the reaction mixture by resting-cell  reaction 
of enrichment culture V-32.  Reaction for (A) reaction for 0 min,     






































































































Fig.  8.4.   HPLC analysis of the reaction mixture by resting-cell  reaction 
of enrichment culture L-08.  Reaction for (A) reaction for 0 min,     
































































































Fig.  8.5.   Time course of D-glucose consumption and 2-ketogluconic 
acid production by resting cell  reaction with strain TDL-1.   












































































Fig.  8.6.   Time course of gluconic acid consumption and 2-ketogluconic 
acid production by resting cell  reaction with strain TDL-1.  Symbols:  
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subti l is  WU-S2B 由来フラビンレダクターゼ Frb をコードする遺伝子
frb を保持する高発現大腸菌を作製した。当該大腸菌を用いて酵素精
製を行い、Frb はサブユニット分子量が 20 kDa のホモダイマー酵素
であることを明らかにした。 Frb は 20-55°C の広範な温度領域で高
活性を示し、50°C、30 min の熱処理後においても、最大活性の 80%
の活性を保持する温度安定性の優れた酵素であることを明らかにし
た。pH に関しても広範な領域において安定で、pH 4 から pH 12 に 1









第 4 章では、Mycobacterium phlei  WU-F1 由来フラビンレダクター
ゼの諸性質について検討した。M. phlei  WU-F1 は B. subti l is とは異
なる高熱性 DBT 脱硫細菌であり、当該細菌由来のフラビンレダクタ
ーゼ Frm は第 3 章で検討した Frb とは性質が異なるものと予想され
た。そこで、 Frm をコードする遺伝子 frm を保持する高発現大腸菌
を作製した。当該組換え大腸菌を用いて酵素精製を行い、 Frm がサ
ブユニット分子量が 17 kDa のホモダイマー酵素であることを明ら
かにした。 Frb は 20-55°C の広範な温度条件下で高いフラビンレダ
クターゼ活性を示し、60°C、30 min の熱処理後も 80%以上の活性を
保持していた。また NADH を電子供与体とした FMN の還元におけ











腸菌内で frb をモノオキシゲナーゼの一種である DBT 脱硫酵素をコ
ードする遺伝子 bdsABC と共発現させたところ、bdsABC のみを保持
する大腸菌（大腸菌保有のフラビンレダクターゼにより活性を発現
させた場合）と比較して 40°C における脱硫活性が 27 倍に向上した。
同様に、大腸菌内で frm を bdsABC と共発現させたところ、 bdsABC






ールへの酸化反応について検討を行い、反応 2 h で 1 mM のフェノ
ールから 0.25 mM（収率 25%）のカテコールの選択的生産に成功し
た。  












た。DBT 脱硫遺伝子 bdsABC に、Rhodococcus erythropolis  KA-2-5-1
由来の恒常性プロモーター kap1 に連結し、トランスポゾーム法を利
用して M. phlei  WU-0103 を宿主とした染色体組込み型の組換え体
X9 を作製した。組換え体 X9 は硫酸イオンによる脱硫遺伝子の抑制
が解除されており、5.0 mM の硫酸イオン存在下での培養菌体におい
て、WU-0103 と比較して 30°C、 45°C の温度条件下でそれぞれ約 12
倍、約 3.3 倍の DBT 脱硫活性を示し、NTH 脱硫に関しても 30°C、
45°C の温度条件下でそれぞれ約 2.5 倍と 1.6 倍の脱硫活性を示した。
また、硫黄濃度 12000 ppm の未脱硫直留軽油を希釈して調製した軽
油（ 1000 ppm）の脱硫において、組換え体 X9 は WU-0103 の約 4 倍







目 的 と し て 、 位 置 選 択 的 な 安 息 香 酸 の 酸 化 反 応 で あ る
benzoate-para-hydroxylase（Bph）活性を有する微生物を探索し、Bph
活性の向上した変異株を利用した PHBA の高収率生産について検討
した。研究室保有菌株 Trichosporon monili i forme  WU-0401 は、芳香
族化合物の変換に有効な微生物であり、安息香酸を選択的に PHBA
に変換することを見出した。しかし、WU-0401 株は PHBA を資化し、
同時に、休止菌体を利用した微生物変換では一旦蓄積された PHBA
が減少することも見出した。そこで、UV 照射による変異導入によ
り WU-0401 株から PHBA の資化能力が低下した変異株として 4F6
株を作製した。 4F6 株を利用した微生物変換により、安息香酸の 20 
mM ずつの逐次添加を行い、 30 h の反応で 56.4 mM（収率 86.1%）
の PHBA を選択的に生産することに成功した。  
第 8 章では、微生物由来の新規な糖質酸化酵素の探索および糖質
156 







候補株の 1 つである細菌 TDL-1 株を生体触媒として利用し、グルコ
ースを基質に用いた休止菌体反応では、 240 min の反応で、グルコ
ース 20.3 mM を消費して 21.2 mM の 2-ケトグルコン酸を生産可能で
あり、グルコン酸を基質に用いた休止菌体反応では、グルコン酸を
46.8 mM 消費して 44.7 mM の 2-ケトグルコン酸を高収率（ 96% 
(mol/mol)）かつ効率的に生産可能であることを明らかにした。  











































































Fig.  9.  1.   Bioproduction of valuable compounds through bioconversion 


















Biodegradation of harmful compounds.


























Fig.  9.2.   Bioproduction of valuable compounds using “ unidentified” 
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であることを明らかにした。pHに関しても広範な領域において安定で、pH 4から pH 12
i







第 4章では、Mycobacterium phlei WU-F1由来フラビンレダクターゼの諸性質について検
討した。M. phlei WU-F1は B. subtilisとは異なる高熱性 DBT脱硫細菌であり、当該細菌由




クターゼ活性を示し、60°C、30 min の熱処理後も 80%以上の活性を保持していた。また
















応について検討を行い、反応 2 hで 1 mMのフェノールから 0.25 mM（収率 25％）のカテ
コールの選択的生産に成功した。 






 で抑制されるため、多量の硫酸イオンが生成する培養条件下の反応では DBT 脱硫活性が
大幅に低下する。したがって、硫酸イオンによる DBT 脱硫活性の抑制を受けない組換え
脱硫細菌の取得が有効と想定されたため、恒常性プロモーターを利用した硫酸イオン抑制
解除組換え株を作製した。DBT脱硫遺伝子 bdsABCに、Rhodococcus erythropolis KA-2-5-1
由来の恒常性プロモーターkap1 に連結し、トランスポゾーム法を利用して M. phlei 
WU-0103 を宿主とした染色体組込み型の組換え株 X9 を作製した。X9 株は硫酸イオンに
よる脱硫遺伝子の抑制が解除されており、5.0 mMの硫酸イオン存在下での培養菌体にお
いて、WU-0103と比較して 30°C、45°Cの温度条件下でそれぞれ約 12倍、約 3.3倍の DBT
脱硫活性を示し、NTH脱硫に関しても 30°C、45°Cの温度条件下でそれぞれ約 2.5倍と 1.6
倍の脱硫活性を示した。また、硫黄濃度 12000 ppmの未脱硫直留軽油を希釈して調製した
軽油（1000 ppm）の脱硫において、X9株はWU-0103の約 4倍の脱硫活性を示し、5日間







究室保有菌株 Trichosporon moniliiforme WU-0401は、芳香族化合物の変換に有効な微生物
であり、安息香酸を選択的に PHBA に変換することを見出した。しかし、WU-0401 株は
PHBAを資化し、同時に、休止菌体を利用した微生物変換では一旦蓄積された PHBAが減
少することも見出した。そこで、UV 照射による変異導入により WU-0401 株から PHBA
の資化能力が低下した変異株として 4F6株を作製した。4F6株を利用した微生物変換によ








株の 1つである細菌 TDL-1株を生体触媒として利用し、50 mMのグルコースから 31.2 mM
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